








Untersuchungen iiber die Zusammensetzung des Zuckers, 
erhalten durch Totalverzuckerung von Fichtenholz. 1. 


Von 
Erik Hiigglund. 
(Aus dem Institut fiir Holzechemie der Akademie Abo, Finnland.) 


(Eingegangen am 14. Dezember 1928.) 


Bei den im hiesigen Institut seit langerer Zeit fortgefiihrten Unter 
suchungen iiber die Reinigung von Rohzucker aus Fichtenholz, welcher 
in der Versuchsfabrik in Genf hergestellt worden war, machten wir 
die Beobachtung, da das betreffende Produkt recht betrichtliche 
Mengen einer methoxylhaltigen Substanz enthielt. Da der Rohzucker 
von dunkler Farbe war, dachten wir zuerst, dali diese von aus 
geschiedenem Lignin herriihrte, und da8 es also méglich sein wiirde 
einen methoxylfreien Zucker durch zweckmabig geleitete Filtration 
z erhalten. Bei der Auflésung des Zuckers im Wasser ging nicht alles 
in Lésung; eine kleine Menge einer dunkel gefarbten Substanz blieb 
ungelést. Nach erfolgter Filtration ging auffallenderweise der Gehalt 
des Zuckers an Methoxyl nicht zuriick, im Gegenteil, eine geringe 
Zunahme desselben trat ein, wie folgende Analysen zeigen. 


Methoxylgehalt des TrockenzucKers (Rohprodukt) 0,412°, 
Methoxylgehalt des Trockenzuckers (Rohprodukt) 
nach Auflésung und Filtration. . . . . . . . . 0,432° 


Da die Lésung nach erfolgter Filtration braun gefarbt war, haben 
wir sie mit aktiver Kohle (Carboraffin) véllig entfarbt. Die wasserhelle 
Lisung wurde eingedampft und in dem Riickstand der Methoxylgehalt 
ermittelt: CH,O = 0.41", 

Daraus war nun zu schlieBen, dab die methoxylhaltige Substanz 
nicht kolloidal, sondern echt gelist war. 

Es wurde nun der Versuch gemacht, die methoxylhaltige Substanz 
von dem Zucker zu trennen, und zwar zunichst durch Hydrolyse mit 
verdiinnten Sauren in der Hitze und konzentrierten Sauren in der 
Kalte. Durch Behandlung des Zuckers mit 4°,,iger Salzsaure wahrend 
2 Stunden bei 120° ging der Methoxylgehalt des Zuckers auf 0.09 
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von Methylalkohol abgespalten worden war 
da dies auch der Fall war 


0.22 g Methylalkohol gefunden. 


ist, einen Teil des Methoxyls abzuspalten 
welcher durch Hydrolyse von Fichtenholz 
erhalten wurde, nur 0,14°, CH,O 


saure fielen nach 24 Stunden, beim Verdiinnen der Lésung 


zuriick. Dabei fiel eine braunschwarze Substanz aus. deren Met} 
gehalt bei den verschiedenen Versuchen zwischen 0,07 und 6 
schwankte. Es war also wahrscheinlich, daB das Methoxy! unter Bil: 
Weitere Versuche zeiz 


65 g Zucker mit 0.41°,, Methoxyl wurden 1 Stunde bei 120’ 
4° iger Salzsaure erhitzt. Bei der Destillation der Zuckerlésung wi 


Auch hochkonzentrierte Salzsiure vermag, wenn sie linger: 
in Beriihrung mit dem Zucker steht, was in der Praxis nicht der | 
So enthielt der Zu 
mit 42°.iger Salzs 


Bei der Behandlung mit 40 °,iger Salzsaure bzw. 70° iger Schwet 


eri 


uo 


Mengen einer Substanz aus, die nur Spuren von Methoxy! enthielt 
lie hier beschriebene Substanz verliert offenbar leicht ihr Met}! 
im Gegensatz zu Salzsaurelignin. wie folgende Versuche zeigen 


Lignin 100 cem 4° iger Salzséure. 








Gewicht des Lignins 


Zeit r rrat 
- —— vor dem nach dem 
Versuch Versuc! 
. Std ( z g 
2 122 1,00 0,80 
l 135 0.80 0.76 
2 150 0.68 0.61 


enthielt immer noch 0,21", Methoxyl 


mit siedender 


Substanz 32,35 g mit 0,3°., Methoxyl. 


eine Aziditat, entsprechend py == 5, eingestellt und bei 30° mit Het: 
vergoren. Unvergoren blieben 5.79 g organischer Substanz. Dar 
wurde Methoxy! unter Anwendung von Trimethylamin in der Vorlag 
bestimmt: 0,73°,,. Wahrend der Vergarung ist also ein Teil des Met 
oxyls entfernt worden 





5°. iger Schwefelsaure bis zum konstanten Redukti 


Methoxy 
vor dem Mach der 
Versuch Versuc 
0 
15,08 lb 14 
16,14 16.65 
16.65 13.4 


Es gelang nicht, die methoxylhaltige Substanz von den Kol 
hydraten durch Fallen mit Kalk, nach einem 
gearbeiteten Verfahren, zu trennen. Das mit Kalk gereinigte Prod 


vom Verfasser a 


Die Lésung wurde darauf mit Bariumcarbonat abgestumpft 


Es wurde ferner der Versuch gemacht, die methoxylhaltige Substa 
durch Vergarung des Zuckers anzureichern. Der Zucker wurde desweg 
” 


vermogen invertiert. Vor der Vergarung war der Gehalt an organise! 
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Wir priiften ferner, ob Emulsin das Methoxyl abzuspalten vermag 


m einer 12.5" igen Holzzuckerlésung von py 5.6 wurden mit 

aus Mandeln frisch bereitetem und stark wirkendem Emulsin 
etzt. Die Mischung wurde wahrend 7 Tagen in einem Thermostaten 
bei 44° gehalten. 5 ccm der Lésung gaben vor dem Versuch 16.1 mg Ag.J 
der Behandlung 14.5 mg. Der Methoxylgehalt hatte sich also nur 
geindert. Ein Versuch. bei 36° ausgefiihrt. gab dasselbe Ergebnis 


at 


venig 


Durch die vorliegenden Versuche ist also gezeigt worden. dal 
ius Fichtenholz bei der Verzuckerung mit Salzsaure nach dem Diffusions 
erfahren! ein Zucker gewonnen wird, der erhebliche Mengen einer 
methoxylhaltigen Substanz enthalt. die echt loslich ist. und welche 
m Gegensatz zu Salzsiurelignin. einen groBen Teil ihres Methoxyls 
sowohl bei der Hydrolvse mit verdiinnten Sauren in der Hitze als auch 

Vergarung des Zuckers mit Hefe verliert 

Es ist einstweilen nicht mdéglich zu sagen. ob diese Substanz dem 
gentlichen Lignin nahe steht oder ob es sich hier um einen methoxy! 
itigen Zucker handelt?. Der Zucker gab nach Kohlereinigung mit 
Phloroglucin keine Rotfarbung. aber bei der Behandlung mit 70" iger 
Schwefelsaure ging die Farbe sogleich in Braun tiber. was darauf hin 
leutet, daB der Zucker eine nichtzuckerartige Substanz enthalt. Dafiir 
wirde auch der Umstand sprechen, daB ein Holzzucker, reicher an 
Methoxyl, bei Aufbewahrung leichter vergilbt als ein Zucker arm an 
Methoxyl 

Die Untersuchungen werden fortgesetzt Bei den vorliegenden 
xperimentellen Untersuchungen wurde ich von Herrn Assistenten 
Dipl.-ing. L. Ahibom in bester Weise unterstiitzt 


t ~>D. R.-P. Nr. 391969 (1917) Th. Goldschmidt A.-G. und FE. Hdqglund; 
Hadgglund, ,,Holzchemie™, S. 188 


> 


2 Vel. hierzu VW. H.O’ Diryer. Biochem. Journ. 22. 381, 1928 











Untersuchungen iiber den Jodstoffwechsel. 


Il. Mitteilung!?: 


Uber den Jodgehalt von normalen und pathologisch verinderten Schilddriisen, 


Von 


Gulbrand Lunde, Karl Closs und Kk. Wiilfert. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat in Osk 


(Eingegangen am 4. Dezember 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Im folgenden soll iiber eine Reihe von Versuchen berichtet werd 
die mit Herrn Dr. Johan Holst an der chirurgischen Klinik A 
Universitat gemeinsam ausgefiihrt wurden Die normalen Sc! 
d-iisen wurden uns vont pathologisch-anatomischen Institut der 
Vhiversitat zur Verfiigung gestellt. Die untersuchten Krépfe stamm 
von den von Dr. Johan Holst in der chirurgischen Klinik A operierte: 
Patienten. Die klinische und pathologisch-anatomische Untersuchu 
wurde von Dr. Holst ausgefiihrt. Es soll hier das von uns untersucht: 
Material vom rein physiologisch-chemischen Standpunkt aus betrachtet 
werden, wihrend die klinische Seite von Dr. Holst spiiter an ander 
Stelle ausfiihrlicher behandelt werden wird 


Methode. 


Die Jodbestimmungen wurden nach von Fellenbergs Meth 
ausgefiihrt. Ein mdoglichst groBbes Stiick der zu untersuchende: 
Schilddriise wird mit mindestens 50°, seines Gewichts Atzkali 
etwas Wasser, eventuell unter Zusatz von Alkohol, so lange auf de: 
Wasserbad behandelt, bis homogene Lésung erfolgt. Aus der Losung 
wird ein kleiner aliquoter Teil zur Bestimmung verwendet. Daly 
wird das zur Bestimmung gelangende Material unter Zusatz von et. 
Kaliumearbonat in einer Eisenschale verascht, die Asche mit Alk 
mehrmals extrahiert und die Extrakte in einer Goldschale unter Z 


' T. Mitteilung: Gulbrand Lunde, diese Zeitschr. 198, 94, 1928 
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wenigen Tropfen einer gesattigten Kaliumcarbonatlosung zur 
ne verdampft. Der Riickstand in der Goldschale wird schwach 
ht und wieder mit Alkohol ausgezogen. Die alkoholischen Extrakte 
en jetzt ohne Zusatz von Kaliumcarbonatlésung in einer Gold 
nschale wieder zur Trockne verdampft, schwach gegliiht, in einen 
m fassenden Erlenmeyerkolben quantitativ tibergefiihrt und 
ert! 
Jodgehalte von normalen Schilddriisen. 
Die untenstehende Tabelle I zeigt unsere Ergebnisse fiir den Jod 
halt normaler norwegischer Schilddriisen 
Bei Nr.4 war die Bestimmung nicht einwandfrei Auberdem 
tt die Person an einer Krankheit. die manchmal] mit groben Joddosen 
handelt wird. In der hiesigen Klinik hatte der Patient zwar kein 
od erhalten, wir haben aber trotzdem diese Zahl bei der Ausrechnung 
Durchschnittswerte fortgelassen. Bei Nr.2 war die Schilddriise 


sen, 


r norwegische Verhiltnisse recht grok. Die Person ist in einem Gebiet 
veboren, wo Kropf recht haufig vorkommt. Der prozentische Jodgehalt 
Schilddriise ist auch bedeutend geringer als in den anderen unter- 
suchten Fallen. Dagegen erreicht der Gesamijodgehalt die normale 
t Hohe, da die geringe Jodkonzentration durch das grobe Gewicht 
compensiert wird 
l. & Die groBe Ahnlichkeit unserer Zahlen deutet darauf hin, dab 
der die Personen, die alle in einer Klinik in Oslo starben, bereits den fiir 
1e] lie Osloer Verhaltnisse charakteristischen Jodgehalt der Schilddriise 
ter erhalten hatten. Einige der Personen stammten naimlich aus Kiisten 
gebieten, andere wieder aus typischen Inlandsgebieten, ja sogar aus 
hte Gebieten mit einer leichten Kropfendemie (Nr. 6). Es ist von grobem 
Interesse, unsere Zahlen mit den in der Literatur angegebenen Jodwerten 
ormaler Schilddriisen zu vergleichen. Nun finden wir in der Literatur 
eine groBe Reihe von Angaben iiber den Jodgehalt normaler Schild 
iriisen Es sind aber die Jodbestimmungsmethoden nicht immer 
einwandfrei, und man hat auch nicht immer die Garantie dafiir. dab 
es sich tatsachlich um normale Schilddriisen gehandelt hat. Wir geben 
u der folgenden Tabelle eine Ubersicht tiber die bisherigen in der 
Literatur angegebenen Untersuchungen. (Tabelle II.) 

Wir wollen hier nicht auf die Methoden und auf die Zuverlassigkeit 
ler verschiedenen Untersuchungen naher eingehen; viele der Unter- 
sucher haben aber zweifellos zu geringe Jodwerte gefunden, indem 
sie mit unzureichenden Methoden arbeiteten. Es sei ganz besonders 
auf die Arbeit von Rietmann hingewiesen. In einer groben Zahl von 


1 Uber die Titration vgl. man die Arbeiten von Fellenberas, val. auch 
Sturm, cliese Zeits hr 200. 273. 1928 
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1D At a) 
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13.0 45 
17.4 41, 
25.4 107 
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12.1 
210) 
976 
156 
63 
11 
16.0 
21% 
21,3 
1,22 
8.46 
56.0 414 
0 15.0 
0 20.0 
11.0) 
17,1 
1.1-25,.7 
20.4 
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166.50 
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Schilddriisen Erwachsener gibt er an, nur ..Spuren” von 
gefunden zu haben Jansen und Robert, die. wie wir, nach 
Methode von Fellenbergs arbeiteten. geben zweifellos ganz korr 
Zahlen fiir den Jodgehalt normaler Schilddriisen in Miinchen an 
absolute Jodgehalt der norwegischen Schilddriisen ist etwa dre 
so hoch wie in Miinchen, der relative Jodgehalt etwa viermal so h 
Die von Jolin erhaltenen Durchschnittszahlen fiir Sehweden und 
Zunz fiir Belgien stimmen mit unseren sehr gut tiberein. Die Verhalt: 
diirften auch dort mit den hiesigen am besten iibereinstimmen 

Wir haben Schilddriisen iiber 30 g nicht mehr als normal fiir uns 
Verhaltnisse bezeichnet. Herzfeld und Klinger bezeichnen Schilddriise: 
unter 50g als normal, wahrend Oswald Schilddriisen bis zu 95 g 1 
als normal auffaBt. Jansen und Robert bezeichnen Schilddriisen zwische1 
20 und 40 g fiir die geographischen Verhaltnisse Miinchens als nor: 
und haben wohl damit das Richtige getroffen. SchlieBen wir die tiber 
30 g schweren und unter 19 g leichten, von Zunz untersuchten Schild 
driisen aus, so bleiben 28 Falle mit Schilddriisen zwischen 19 und 30 ¢ 
die einen Mittelwert von 58 mg Jod pro 100 g frischer Driise aufweise: 
also eine etwas gréBere Zahl als die von uns fiir Oslo gefundene 


Jodgehalt der Krépfe 


Es wurden 16 Falle von atorischen Knotenkrépfen untersucht 


(Tabelle LIT) 


Nr.7 war etwa 4, Jahre mit Jod behandelt, jedoch ohne jec 


Wirkung. Wahrend der Jodbehandlung wurde ein Jodstoffwechse! 
versuch ausgefiihrt. Der Patient erhielt 1 g Jodkali (0.7645 ¢ Jod 
und es wurde die Jodausscheidung durch den Harn untersucht. Dir 
folgende Tabelle IV gibt unsere Ergebnisse des Stoffwechselversuchs 


Tabelle 1V. 


Jodausscheidung im Harn. Eingabe: 0,7645¢ J (la KJ) 





Harnmenge Jodgehalt des 


com } sin gesamten 


Vor dem 
Versuch: 455 94.3 5.3 ¢ 
ing mags 
27. IX 28 110 33,650 30,59 
) 126 87,200 69,21 
158 82.000 51.90 
275 87.900 31,96 


500 94.900 18.98 
1169 385.650 


nicht untersucht 
510 16,170 


yw) 17.5 








Jodstoffwechsel. Il PHD 

Die Abb. 1 zeigt die Jodausscheidung graphisch, indem als Ordinate 

er lic Jodmenge in Milligramm pro 100ccem angefiihrt ist, und = als 
\hezisse die ausgeschiedenen Fliissigkeitsmengen Ein Versuch. die 

hey usgeschiedenen Jodmengen als Funktion der Zeit darzustellen, ergab 
eine einheitliche Kurve. Untersuchungen iiber die Jodausscheidung 

h den Harn von Normalen sind friiher von Anten, Cobet, Veil und 
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Abb. 1 
Sturm, von Fellenberg und andere ausgefiihrt Die Jodausscheidung 
r st in unserem Falle (diffuser Kolloidkropf mit beginnender Adenom 


ildung) bedeutend verlangsamt gegeniiber der normalen 
Es ist in der Tabelle IIL nur der relative Jodgehalt des Kropf 
sewebes angegeben. Von einem absoluten Jodgehalt des durch Operation 
entfernten Driisenteils zu sprechen, wie es beispielsweise Jansen und 
Robert getan haben, hat keinen groBen Sinn. Unsere Zahlen sind sehr 
schwankend: im groBen und ganzen liegen sie aber weit iiber den in 
- ler Literatur angegebenen Werten (vgl. z. B. Branovacky, Jansen und 
Robert, Miiller, Schmitz-Moormann, Wegelin und J. Abelin, Ch. Abelin 
1. Kocher). Der relative Jodgehalt iibersteigt in einigen der von uns 
intersuchten Fille sogar den Durchschnittswert normaler norwegischer 
Schilddriisen Vielleicht hat eine Jodtherapie stattgefunden oder 
lie Person hat mit jodreichen Nahrungsmitteln unbewuBt groBbe Jod 
mengen erhalten. Es ist jedoch von Interesse zu bemerken, dab Jansen 
ind Robert bei euthyreotischen Krépfen nach vorherigem J odgebrauch 
m Durehschnitt einen Jodgehalt des frischen Kropfgewebes von nur 
10.80 mg pro 100g fanden, also bedeutend weniger als in unseren 
Fillen ohne Jodtherapic 
Wir haben in einigen Fallen die verschiedenen Teile des Kropf 


gewebes getrennt analysiert. Die Tabelle V enthalt unsere Ergebnisse 
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Unsere Zahlen sind von einer gleichen Grébenordnung wie die von 

sen und Robert gefundenen 

Es wurden ferner einige hyperthyreotische Knotenkrépfe untersucht 

Die Tabelle VI zeigt unsere Ergebnisse. Nr.2 und 3 sind aus 
typischen Kropfgebieten, Nr. 1 aus einem Gebiet mit einer leichten 
Endemie, wahrend Nr. 4 aus einer kropffreien Gegend stammt. Nr. 3 
und 4 sind typische, sekundare Hyperthyreosen (kolloidreiche, sekundar 
wxische Krépfe). Der Jodgehalt der beiden letzteren, insbesondere 
Nr. 4, ist auBerordentlich groB, jedenfalls mit friiher in der Literatur 
wgefiihrten Zahlen verglichen. So finden beispielsweise Jansen und 
Robert fiir Jod-Basedowfalle durchschnittlich 12 mg Jod pro 100g 
frischer Driise, A. Kocher in einem groben Material durchschnittlich 
26.2 mg. In den bei uns untersuchten Fallen hat, soweit wir feststellen 
konnten, keine friihere Jodtherapie stattgefunden 

Wir haben nun einige nicht jodbehandelte, primédr-toxische Krépfe 


primarer Basedow. ..exophthalmic goiter) untersucht 


Tabelle VII. 


Nicht jodbehandelte primar-toxische Krépfe (primarer Basedow, 
..Exophthalmice Goiter*). 








~ c Kroot 
: = 
= 
Wohn E26 Indgehalt 
. . ohn: S=¢t 
. » Diagnos 5° 5 ise 
r Patient Alter a Klinische Diagnose Ses Hietologieche —_ hen 
= Di m ruse 
agnose 
r m me 
= pro Og 
1 G.T.2' 29 Ny- Primare Thyreo- 151 Typische diffuse S.S8 
Helle- toxicose Veranderungen, 
sund wie beim prim.- 
toxischen Kropf 
W enig auno- 
flissiges holloid 
2 1 £.5J.0 32 Skien Dassel be 135 Dasselbe 4.14 
3 R.B.Q| 37 Osh Die letzten Jahre 130 =Primar-toxischer 25,7 
toxische Symp- Kropf 


tome, Kropf seit 
den Pubertats- 
jahren. Operiert 
friher in Skien 


Die Tabelle VII enthalt unsere Ergebnisse. Nr. 3 ist kein reiner 
Fall, da die Patientin friiher Kropf gehabt und auch eine friihere 
Operation durchgemacht hatte. Die beiden ersten Falle, Nr. 1 und 
sind aber sowohl in bezug auf ihre pathologisch-anatomischen Bilder 
als die klinischen Symptome der Patienten, typische, primar-toxische 
Krépfe (Struma Basedowiana, .,Graves disease’’) Sie zeigten ein 
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Kré phe 


Untersuchungen an sieben derartigen Fallen 


viel gréBer 


. Lunde, 


K. Closs u. 


diinnes, fadenférmiges, nicht eosinophiles Kolloid 
sowohl verglichen mit den normalen Schilddriisen (Tabelle 1) als 





K. Wiilfert : 


mit den atoxischen und sekundiar-toxischen Krépfen (Tabelle: 


Der Jodgehal: 


und VI), auBerordentlich gering. Im Gegensatz hierzu ist der Jodg: 
der mit Lugolscher Lésung prdoperativ behandelten priméir-toxis 


Die Tabelle VIII zeigt die Ergebnisse un: 


Tabelle 


Vill. 


Praoperativ jodbehandelte primar toxische Krépfe. 





Nr 





JournaleNr. 
Patient 


B48- 11/27 


M.D. Q 
44-1127 
ee 
70—9/27 
lJ. 2 
16-228 


63 


G. Kh. ot 


Li) 
mw 
rt 


16-—3 28 


D.H. Q 


Die praoperative Jodbehandlung wurde in der Weise durchgefiihr' 


Alter 


te 
~! 


Klinische 
Diagnose 


Primare 
Thy reo- 
tox1ocose 


Dasselbe 


Dasselbe 


Dasselbe 


Dasselbe 


Dasselbe 


Dasselbe 


Jodbehandlung 
vor der 
Operation 


21 Tage Jod 


17 Tage Jod 


Sol. Lugol 
4.10 Tropf. 
37 Tage 
Soi. Lugol 
4.10 Tropf. 
19 Tage 


Sol ugol 
4.10 Tropf. 
15 Tage 


Sol. Lugol 
4 : 10 Tropf 


14 Tage 


Sol. Lugol 
6 . 10 Tropf. 
127 Tage 


Pathologisch 
anatomisches Bild 


Primar toxischer 
Kropf. Partielle Ver- 
anderungen. Reich- 
lich Kolloid in den 


veranderten Partien 


Dasselbe 


Dasselbe 


lnseln mit typischen 
Veranderungen 
Kpithels u. reichlich 
Kolloid. Grobe Par- 
tien mit normalen 
Alveolen 


Partien mit kleinen 
Alveolen, umgeben 
von kubisch. Epithel 
gefiillt mit diinnem., 
homogenem Kolloid 
Normale Partien 


des 


lypische diffuse 
Veranderungen. Die 
meisten Alveolen ent- 
halten viel normal 
aussehendes Kolloid 


Kleine diffuse Grup- 
pen von Alveolen 
mit Basedow-Epithel, 
sonst fast normal aus- 
sehend. Viel homo- 
genes Kolloid 


Jodge! a 


in 
pr 


64 


m 


1 


daB die Patienten zwei- bis viermal taglich, waihrend 10 bis 20 Tage: 


Sov 
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)lropfen Lugolscher Losung von folgender Zusammensetzung er 
n 
10°.iwe Kaliumjodidlésung 100 com 


dod ‘ : ; jg 


Die Behandlung dauerte 10 bis 20 Tage. Man vergleiche sowoh! 
« Angaben in der Tabelle VIII, als auch die folgende Mitteilung 

Im Gegensatz zu den nicht jodbehandelten, primar-toxischen 
kropfen zeigten die jodbehandelten, abgesehen von geringen Ver 
nderungen der Zellen. worauf wir hier nicht naher eingehen wollen 
in normal, oder fast normal aussehendes, eosinophiles Kolloid. Di 
iheren Angaben sind der Tabelle VIII zu entnehmen. Der Jodgehalt 
st auch bedeutend gréBer als in den unbehandelten Fallen 

Cattel und Rienhoff hatten zuerst gefunden. daB in den hyper 
hoischen, kolloidfreien, mit hohem Epithel ausgestatteten Basedow 
Schilddriisen bei der prioperativen Jodbehandlung eine gewaltige 
Kolloid- und Jodspeicherung unter gleichzeitiger Epithelerniedrigung 
rfolgt. Die gleiche Beobachtung ist spiter auch von F. Merke bei det 
raoperativen Jodbehandlung primarer Basedowfalle gemacht worden 
Er fand in einer primaren Basedow-Schilddriise vor der Jodbehandlung 
“5 meg Jod in 100 @ frischer Driise. nach der Jodbehandlung 22 mg 


so Zahlen, die den von uns gefundenen sehr nahe kommen 


Herrn Prof. Dr. £. Poulsson. Vorstand des Pharmakologischen 
Instituts zu der Zeit. wo die vorliegende Arbeit angefangen wurde 
sowie dem jetzigen Chef des Instituts. Herrn Prof. Dr. med. Alaus 
fansen. die die Mittel des Instituts fiir unsere Versuche zur Verfiigung 
tellten, sind wir zu grobem Danke verpflichtet 

Die vorliegende Arbeit ist mit Unterstiitzung von ..Aktieselskabet 
Freia Chokolade Fabriks Medicinske Fond’ durchgefiihrt worden 


Zusammenfassune. 

Es wird die Methode zur Bestimmung des Jods in Schilddriisen 
weschrieben 

Normale, norwegische Schilddriisen haben mit einem Durchschnitts 
gewicht von 24.66 g einen Gesamtjodgehalt von 9.86 mg. Der relative 
lodgehalt betragt 43,00 mg pro 100 g frischer Driise und 155.29 mg pro 
lg trockene Driise 

Der Jodgehalt atoxischer Knotenkrépfe ist sehr schwankend 
edoch im allgemeinen gréBer, als in der Literatur sonst angegeben 


Bei sekundarer Hyperthyreose wurde fiir den kolloiden Knoten 
kropf (toxisches Adenom) sehr hohe Jodwerte gefunden. In einen 
Falle bedeutend mehr als in normalen Schilddriisen 
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Bei unbehandelter, primirer Hyperthyreose (primarer Bas: 
ist der Kropf kolloid- und jodarm. Bei der praoperativen Jodbehan 
wird er in eine kolloid- und jodreiche Drise umgewandelt. 
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\r Untersuchungen iiber den Jodstoffwechsel. 
i Ill. Mitteilung?: 
# 
j Untersuchungen iiber den Blutjodspiecel bei der primiiren Thyreotoxikose®, 
DL. 4 Von 
a Gulbrand Lunde, Karl Closs und 0. Chr. Pedersen. 
Be , 

\: (Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat in Oslo 

0 (Eingegangen am 4. Dezember 1928.) 

Mit 7 Abbildungen im Text. 

In der vorstehenden Mitteilung ist gezeigt worden, dal} der primar 
hyperthyreotische Kropf kolloid- und jodarm ist, und da er durch 
Jodbehandlung in eine kolloid- und jodreiche Driise umgewandelt wird. 

ia Im folgenden soll gezeigt werden, wie der innere Jodstoffwechsel bei 
28 der praoperativen Jodbehandlung der primaren Thyreotoxikose sich 


im Blutjod wiederspiegelt. 

' Die Untersuchungen wurden an den Patienten der chirurgischen 

If Klinik A der Universitat in Oslo ausgefiihrt. Die klinischen Unter 
suchungen der Patienten sowie die Bestimmung des Grundumsatzes 
wurden von Dr. med. Johan Holst ausgefiihrt, die chemischen Unter 
suchungen von uns im Pharmakologischen Institut. Uber die vor 
laufigen Ergebnisse unserer Versuche haben wir kiirzlich mit Herrn 
Dr. Holst zusammen berichtet*. 


Es sollen einige Bemerkungen iiber den normalen Blutjodspiege 


vorausgeschickt werden. 


1 II. Mitteilung: Gulbrand Lunde, Karl Closs und K. Wiiljert, diese 
Zeitschr. 206, 248, 1929. 
2 Der vorliegende Aufsatz wurde von dem einen von uns (G. Lunde) 


der Sitzung der Gruppe fiir Physiologie und Physiologische Chemie 


hei der 90. Versammlung der Gesellschaft Deutscher Naturforscher und 


Arzte in Hamburg vom 17. bis 22. September 1928 vorgetragen 


3 Klin. Wochenschr. 7. 2287. 1928. 


Biochemische Zeitschrift Band 206 
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Gley und Bourcet' waren die ersten, die das Jod im Blute nachw 
und als normalen Bestandteil des Blutes auffaBten. Kendall und Richar 
konnten die Befunde von Gley und Bourcet bestatigen. Sie fander 
23 Untersuchungen in 100 cem Blut durchschnittlich 0,013 mg Jod l2 y 
(Schwankungsbreite 10 bis 17 y). Veil und Sturm* bestimmten den du 
schnittlichen normalen Blutjodspiegel in Miinchen zu 12,8 y-°;, im Hi 
und 8,3 y-°, im Winter. Ferner bestimmten Maurer und Diez® den norn 
Blutjodspiegel zu 4,2 bis 15 y-°,, im Durehschnitt 9,2 y-°,,, Janse 
Robert® zu 10,0 bis 16,2 y-°,, im Durchschnitt 12 y-° 


Wir fanden fiir den normalen Blutjodspiegel in Oslo 11 bis 16 y 
Blum und CGriitzner® hatten bereits 1913 die Existenz eines physiologisc! 
Blut jodspiegels bestritten. Sie behaupteten, bei .,jodfrei erndhrten“ Tie 
kein Jod im Blute gefunden zu haben. Die Jodbestimmungsmethod: 
Blum und Griitzner ist aber nicht empfindlich genug, um die geringen 
Blute normal vorkommenden Jodmengen iiberhaupt nachzuweisen. Bly * 
hat in spateren Verdffentlichungen diese Auffassung noch nicht verlasse) 
Er richtet eine scharfe Kritik gegen die Arbeiten von Veil und Sturm 
insbesondere gegen die von Fellenbergsche Jodbestimmungsmethode, « 
sich auch Veil und Sturm bei ihren Untersuchungen bedient haben. 

Blum bestreitet nicht die Richtigkeit der Versuche verschieden: 
Forscher, die einen Jodgehalt des Blutes nachweisen konnten. Er fa 
aber das gefundene Jod als ,,alimentar“ zugefiihrt oder als ,,Gewebsjod 
auf und weist erneut darauf hin, daB bei ,,jodfrei erndhrten“ Tieren das 
Jod aus dem Blute verschwindet. Eine jodfreie Ernaihrung labt sich aby 
nicht zusammenstellen, da nach den neuesten Untersuchungen, insbesonde: 
von Mc Clendon® und von Fellenberg™, alle Nahrungsmittel Jod enthalte 
und eine voéllige Befretung derselben von Jod ohne Destruktion ginzlic| 
ausgeschlossen ist. 


Es ist‘auch gar nicht notwendig, denn Veil und Sturm™ haben gezeivt, 
dai das Blut auch im Hungerversuch seinen Jodspiegel zih festhalt. 


Die Kritik, die Blum an der von Fellenbergschen Jodbestimmung- 
methode iibt, kann nur auf mangelhafte Kenntnis der Methode zuriick.- 


1 BE. Gley und P. Bourcet, C. r. de TAcademie des Sciences 130, 
1900. 

2 E.C. Kendall und Richardson, Journ. of biol. Chem. 48, 161, 1920 

* y = 0,001 mg; y-° y in 100cem baw. 100 g. 

4 W.H. Veil und A. Sturm, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 147, 166, 1925 

5 FE. Maurer und St. Diez, Miinch. med. Wochenschr. 73, 17, 1926 

® W.H. Jansen und F. Robert, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 157, 224 
1927. 

7 Gulbrand Lunde und Karl Closs, Norsk Mag. f. Leegev. 1928, 8. 500 

8 F. Blum und Griitzner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 85, 429, 1915 
91, 293, 400, 450, 1914; 92, 360; 110, 277. 

® F. Blum, Schweiz. Med. Wochenschr. 57, 808, 1927: Ber. iibe: 
Intern. Kropfkonferenz in Bern vom 24. bis 26. August 1927, S. 210. 

10 J. F. Me Clendon, Physiol. Rev. 7, 189 bis 258, 1927. 

‘Th. von Fellenberg, Ergebn. 4. Physiol. 25, 176 bis 363, 1926. 

2 W.H. Veil, Ber. iiber d. Intern. Kropfkonferenz in Bern vom 24. 
26. August 1927, S. 230; Alexander Sturm. ebendaselbst, 8S. 236. 
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efuurt werden. Wir haben seit etwa 2 Jahren dauernd die von Fellen 
che Methode bei unseren Jodbestimmungen verwendet und die 
eisiungsfahigkeit der Methode, wie sie von Fellenberg angibt. vollauf 
estatigen koénnen. 
st der Jodstoffwechsel durch pathologische Veranderungen oder gar 
Fehlen der Schilddriise gestért, so ist auch der Blutjodspiegel ver 
rt. So fand von Fellenberg fiir den Blutjodspiegel der Kretinen 2,1 bis 


6 3 . DeQuervain und Smith! bestimmten den Blutjodspiegel bei 
Kropftragern ohne hyperthyreotische Symptome durchschnittlich zu 
i88 y-%,, und bei elf Kretinen durchschnittlich zu 6,38 y-°.. wihrend 
normale Vergleichspersonen im Durchschnitt einen Blut jodspiegel 
13,12 y-°., hatten. Sie konnten weiter zeigen, da der Kretine zu 


fihrtes Jod rascher auscheidet als der Normale. 

Die Kretinen erhielten 0,lg KJ taglich wihrend 7 Tagen. 48 Stunden 
ch der letzten Jodzufuhr war der Blutjodspiegel bereits wieder auf den 
en Wert zuriickgegangen, durchschnittlich 6,42 y-°,, wahrend bei den 
rmalen Vergleichspersonen unter gleichen Umstiénden 15,36 y-°, ge- 
nden wurden. 

Veil und Sturm fanden bei Hypofunktion der Schilddriise ebenfalls 
n Blutjodspiegel erniedrigt. 

Bei der Thyreotoxikose konnten Veil und Sturm eine bedeutende 
rhohung des Blutjodspiegels feststellen, worauf spater naher eingegangen 
rd 

Uber die Relationen zwischen Blutjodspiegel und weiblichen Genital 
nktionen berichten Maurer und Diez, sowie Veil und Sturm. 

Von Fellenbery hatte bereits gezeigt, da®B das Blutjod in eine organische 
d eine anorganische Komponente aufgeteilt werden konnte. Er trennte 
e beiden Komponenten durch Koagulieren des Blutes in Alkohol und 
iederholtes Auswaschen des Koagulats mit kaltem Alkohol, wobei das 


i 


iorganisch gebundene Jod vom Alkohol gelést wird. Veil und Sturm 
iben diese Methode fiir ihre ausgedehnten Versuche iiber den Blutjod 
piegel angewendet. Es ist jedoch diese Methode sehr miihsam wnd bei 


rrekter Durchfiihrung recht zeitraubend. 


Wir haben deshalb eine neue Methode zur Bestimmung des Blut- 
dispiegels und zur Trennung der Komponenten ausgearbeitet* 


5 bis 10 cem Blut werden mit einer vorher mit Citratlosung aus- 
zespiilten Luerschen Spritze der Armvene entnommen Das Blut 
vird sofort in einen etwa die vierfache Menge 96° igen jodfreien 
\lkohol enthaltenden Mebzylinder eingespritzt und gut durch 
geschiittelt. Das fein verteilte Koagulat wird jetzt in eine Soxhlethiilse 
ngefiillt und mit dem Alkohol etwa 4 Stunden auf dem Wasserbad 
xtrahiert. Das gesamte anorganisch gebundene Jod ist jetzt im Alkohol 


| F. de Quervain, Mitt. Grenzgeb. Med. Chir. 38, 415, 1926; F. de 
wervain und W. E. Smith, Endocrinology 12, 177, 1928. 
2? Gulbrand Lunde und Karl Closs, |. ¢. 
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gelést, wahrend die in Alkohol unléslichen Verbindungen, insbeso: 
die EiweiBkérper, in der Hiilse zuriickbleiben. Das Jod kann jet 
beiden Fraktionen getrennt bestimmt werden. Bei der eigent! 
Jodbestimmung verwenden wir mit einigen Modifikationen das 
fahren von Th. von Fellenberg. Es sei hier nur auf die Mitteilung 


und LI verwiesen, wo nahere Angaben iiber die Methode zu finden s 


Die alkohollésliche Fraktion des Blutjods konnte aber noch w: 
aufgeteilt werden, und zwar in eine bei schwachsaurer Reaktion 
Chloroform lésliche Komponente, die wir als .,Lipoidjod* bezei 
haben, in eine anorganische Fraktion und in eine alkohollis!\: 
organische Fraktion Unsere Methode erlaubt noch keine sch 
Trennung der beiden letzten Fraktionen; es wird aber an der Ve 
besserung unserer Trennungsverfahren weiter gearbeitet. 


Die Lipoidjodkomponente ist stets auBerordentlich gering un 
wir haben sie deshalb in den meisten Fiillen vernachlassigt. Die alkoh 
lisliche organische Komponente wurde von Veil und Sturm nich 
beriicksichtigt, weshalb ihre Zahlen fiir den im normalen Blut« 
organischer Bindung befindlichen Anteil des Jods zweifellos zu niedriy 
sind. 


Jansen und Robert (l.c.) geben an, daB 75°,, des Blutjods a 
organisch und 25°, organisch gebunden sein sollen. Sie bringen aber 
keine Mitteilung dariiber, wie sie zu diesen zweifellos falschen Zahler 
gekommen sind. 


Die in Alkohol unlésliche Komponente des Blutjodspiegels ist 
mit den koagulierbaren EiweiBkérpern des Blutjods untrennbar vei 
bunden. Wir bezeichnen diese Fraktion als die EiweiBjodkomponent: 
und wir sind der Ansicht, da sie jedenfalls teilweise das aktive Prinzi; 
des Sekrets der Schilddriise enthalt. Es wird diese Annahme dure! 
die Versuche, die unten angefiihrt werden, noch weiter bestatigt. | 
der schon mehrfach zitierten Arbeit von Vei! und Sturm werden auc! 


Angaben iiber die alkoholunlésliche Komponente des Blutjods gegeben 


Ihre Angaben beziehen sich aber auf die in kaltem Alkohol unldslich: 
Komponente, die, wie wir festgestellt haben, nicht immer mit der 

heiBem (etwa 70°) Alkohol unléslichen identisch ist. AuBerdem ist 
das kalte Trennungsverfahren, wie es von Veil und Sturm geiibt 


1 Gulbrand Lunde, diese Zeitschr. 198, 94, 1928; Uber die Reiniguny 
Reagenzien vgl. friihere Arbeiten von Th. von Fellenberq und G. Lu 
Th. von Fellenberg, djese Zeitschr. 189, 391, 1923; 152, 116, 1924; Th 
Fellenberg und Gulbrand Lunde, ebendaselbst 175, 164, 1926; Norsk. ¢ 
tidsskrift 9, 48, 1926; Gulbrand Lunde und Th. von Fellenbera, Zeitso\ 
f. allg. u. anorg. Chem. 165, 226, 1927. 


/ 
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W nicht immer effektiv, da sogar nach zehn Waschungen mit Alkohol 


immer alkohollisliche Verbindungen im Koagulat zuriickbleiben 


konnen 


Von Fellenberg und auch Veil und Sturm fanden, wie bereits erwahnt 


bei der Thyreotoxikose erhéhte Zahlen fiir den Blutjodspiegel. Wie aus 


ler Tabelle I hervorgeht, haben wir ebenfalls bedeutend erhdhte Zahlen 


fir den gesamten Blutjodspiegel, aber ganz besonders fiir die alkohol 


inlosliche organische Fraktion desselben gefunden 


Tabelle 1 


Vergleich des Blutjodspiegels mit dem Grundumsatz. 





\ 
| Grundumsatz Btutjod 
Nr ournal-Nr in °/, des . 
Patient No : Alkohollés| Alkoholunlés! Gesamt- 
ao Teil organischer Teil Jodgehalt 
1 16—3/28 . a 
RD 36 
D.H. Q l 15 | 
; 15— 2/28 159 226 50 7K 
J T 9 Je 220 J Liv 
44—11/27 . - 
] 2) 8 5 
re ‘ - ‘ 
8 27 as i 
' . oy = Q 177 158 S4 242 
be 5 F. T. 9 23 32 
1, Normalpersonen ¢& LOO 7—12 1--4 l It 
In der Tabelle I haben nur bei Nr. 1, 3 und 5 die! Werte fiir den 
alkoholléslichen Teil besonderes Interesse, da bei den Fallen Nr. 2 und 4 
die Patienten vor der ersten Blutjoduntersuchung bereits Jod erhalten 
te hatten. Die Abb. 1 zeigt graphisch unsere Versuchsergebnisse 
7 ha 
[ 
I k . 
hy 
he _ 
S 99 
‘ 5 = oo 














Abb. 1 
] Alkohollésliches Jod im Blut ane 





Alkohbolunlésliches Jod im Blut 
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Wir haben nun in sechs Fallen von primirer Thyreotoxikos« ¢ 
Gang der verschiedenen Fraktionen des Blutjodspiegels wahren 
praoperativen Jodbehandlung ad mod. Plummer untersucht wn 
Ergebnisse stets mit den Grundumsatzzahlen verglichen. 


Die praoperative Jodbehandlung mit Lugolscher Lésung wri 
im Jahre 1922 zuerst von H.S. Plummer! vorgeschlagen und 
probiert. 


Es zeigte sich, daB durch Jodbehandlung der Grundumsatz |» 
primarer Thyreotoxikose in kurzer Zeit rapid fallt, wobei die klinisehe: 
Symptome gleichzeitig gebessert werden. Die Plummersche Jod 
behandlung wird in der Weise durchgefiihrt, dai der Patient dreim 
taglich 10 ..minims*: Lugolscher Lésung wahrend 10 Tagen erhal: 
Plummer gibt an, daB deutliche Resultate von der Jodbehandlung 
innerhalb 2 Stunden oder weniger bemerkt werden kénnen, der Maxima 
erfolg wurde in der Regel nach 6 oder 7 Tagen erhalten. Hért ma 
mit der Jodbehandlung auf, so kehrt das Krankheitsbild mit samtliche: 
Symptomen in 3 oder 4 Tagen wieder zuriick. Plummer ist der Ansicht 
dab die Schilddriise bei der primiiren Thyreotoxikose (Morbus Basedow 
exophthalmic goiter‘, ,,Graves disease‘) nicht nur ein Zuviel vo 
normalem Thyreoideasekret in die Blutbahn schickt, sondern auch ei: 
zu wenig jodiertes, mit dem Prinzip des normalen Thyreoideasekrets 
verwandtes Produkt (vielleicht ein Zwischenprodukt beim Aufbau des 
Thyroxins) abgibt. 


Das Ergebnis unserer unten angefiihrten Versuche steht mit 
dieser Hypothese Plummers nicht im Widerspruch, ist aber auch ebe: 
sogut mit der Auffassung der primaren Thyreotoxikose als eine einfacl. 
Hyperfunktion der Schilddriise vereinbar. 


Die praoperative Jodbehandlung in den hier untersuchten Faille 
wurde in der Weise durchgefiihrt, daB die Patienten zwei- bis vierma! 
taglich 10 Tropfen Lugolscher Lésung von folgender Zusammensetzung 
erhielten : 

Kaliumjodidlésung (10°,ig) . . . 100 cem 
Ms GC ea eS. oS aes a ee ee 


Die Behandlung dauerte 10 bis 20 Tage. Die Einzelheiten sind 
den nachstehenden Tabellen in jedem einzelnen Falle zu entnehmen 


Uber den Jodgehalt der Krépfe nach der praoperativen Jo 
behandlung mit Lugolscher Lésung sei auf die vorstehende Mitteilung 
Tabelle VIII, verwiesen. 


1 The function of the thyroid gland, Beaumont lecture, Detroit, Mic! 
gan, 27. Januar 1925. 
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Fall 1. J.-Nr. 37—8/27, A. H., 2. 28 Jahre. 

Die Patientin ist geboren und aufgewachsen in einem Nichtkropfgebiet, 
Thyreoideaaffektionen in der Familie, vor 1%, Jahren toxische 
syiuptome. Kropf wurde entdeckt ein halbes Jahr bevor sie in die Klinik 


Klinische Diagnose: Primare Thyreotoxikose (Morbus Basedowii) 


Die Patientin kam am 7. Marz 1927 in die Klinik mit allen Symptomen 


r primaren Thyreotoxikose, Exophthalmus. Grundumsatz 150°, des 
Normalen. Sie erhalt dreimal taglich 10 Tropfen Lugolscher Loésung 
Nach 14 Tagen war sie klinisch symptomfrei mit einem Grundumsatz von 
14 des Normalen. Am 25. Marz hérte man mit der Jodbehandlung 
am 15. Juni, 3 Monate spater, hatte die Patientin wieder leichte toxische 
Symptome, Grundumsatz 138°,. Sie erhielt einmal taglich 10 Tropfen 


yolscher Lésung. Das klinische Bild bessert sich. Am 22. Juli subtotale 
Strumektomie. Nach der Operation fortwahrend einmal 5 Tropfen Lugol- 
wher Lésung tiglich. Am 5. Januar 1928, 54 Monate nach der Operation, 
érte man mit der Jodbehandlung auf. Am 17. Januar treten wieder 

xische Symptome auf. Es wurde wieder Jod gegeben und am 2. Februar 
ist die Patientin klinisch symptomfrei. 





G é Jod im Blut in »- 
t 
lodbehandlung irundumsatz 


— Sol. Lugol et Alkoholléslich ia ca 
6. VIL. 1927 1.5 Tropfen 113 
23. XI. 1927 1.5 - 119 
5 I. 1925 Sep. Jod 124 nicht bestimmt 15 
17 1. 1928 2.10 Tropfen 149 » , 17,0 
2. Il. 1928 eh Bee 122 » ‘ 1.0 


Fall 2. J.-Nr. 16—3/28, D.H., 2, 20 Jahre. 


Die Patientin ist geboren und aufgewachsen in einem Nichtkropigebiet 
Keine Thyreoideaaffektionen in der Familie. Vor 3% Jahren toxische 
Symptome. Vor 6 Wochen wurde Kropf entdeckt. Klinische Diagnose : 
Primare Thyreotoxikose (Morbus Basedowii). Die Einzelheiten bei der 
praoperativen Jodbehandlung gehen aus der nachstehenden Tabelle 
hervor. Am 7. Marz hérte man mit der Jodbehandlung auf. Die Patientin 
war klinisch symptomfrei. 





' Jod im Blut in y-®/, 
Grundumsatz 


Datum Jodbehandlung 
. in °/9 des Bemerkungen 
Sol. Lugol Normalen | Alkoholidslich Alkohbolunice- 

1928 lich, organisch 

7. IL | 4.10 Tropfen LSO) 15 36 

8. I. | 4.10 . 44 23 

13. I. 4.10 . 140 377 l 

20. IT. 4.10 i 93 252 34 

21.11. 4.10 - Subtotale Strum- 

- é o ektomie 
23. Il. 4.10 i 172 243 6.7 


7. Sep. Jod 91 
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3. J.-Nr. 16—2/28, J. 7T.. 2, 54 Jahre. 

Die Patientin ist geboren und wohnte stets in einem Kiisten: 
Keine Thyreoideaaffektionen in der Familie. Vor 2 Jahren traten t: 
Symptome auf. Kropf wurde vor | Jahre entdeckt. Klinische Diag 
Primare Thyreotoxikose (Morbus Basedowii). 





Grund Jod im Blut in }- 
Datum Jodbehandlung phe —" ~ 
<7 na Alkoholunlos: emerk 


Se ugo 
1. Lugol Normalen Alkoholiéslich a enieninah 
, org h 


4.10 Tropfen 159 226 50 
10 133 214 11 


10 . 116 389 


.10 Partielle St 
ektomie 


226 


4 

4 

4. " 118 175 
4 

4 


.10 


360 é Klinisch s 
ptomfre 


Sep. Jod 

Fall 4. J.-Nr. 44—11/27, J. T.. 2, 27 Jahre. 

Geboren und stets wohnhaft in einem Nichtkropfgebiet. Ke 
Thyreoideaaffektionen in der Familie. Vor 1‘, Jahren traten beginne: 
toxische Symptome auf. *, Jahre spiter wurde Kropf entdeckt. Klinis 
Diagnose: Primire Thyreotoxikose (Morbus Basedowii). 





— Jod im Blut in ;y-' 
Datum ye ‘es wy aecaneiad 
Sol. Lugol Normalen Alkoholléslich i eee 


Bemerkur 
1927 


Is 


X. 5.10 Tropfen 177 

\ 5.10 

XI 5.10 131 

XI. 5.10 111 

Xl ‘ 10 - = Subtotale Strum 
ektomie 

XL | 5.10 


XI. 5.10 
XI. "5.10 - nicht uach- 
weisbar 


4 


Klinisch sym 
ptomfrei 


XI 
\ll 100 32 


Fall 5. J.-Nr. 63—2/28, G. K., o&, 23 Jahre. 

Geboren und aufgewachsen im Nichtkropfgebiet. Vor 5 Jahr 
toxische Symptome im Anschlu8 an febrile Erkrankung. Keine Thyreoid« 
affektionen in der Familie. Kropf wurde vor 4 Jahren entdeckt. Klinisc! 
Diagnose: Primiire Thyreotoxikose (Morbus Basedowii). 
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: Jod im Blut in y- 
m Jodbebandlung ree B 
. 10 ' es r ie, emerkungen 
Sol. Lugol Noesinalan \Ikoholléslich Alkoholunléd 
lich, organisch 
I 4.10 Tropfe: L168 456 39.6 
Il 4.10 a 116 225 23,7 
ll 4.10 i. 116 2,3 
il 4.10 ~ 107 72 13.6 
Il 4.10 * Subtotale Strum. 
i] 4.10 ” 115.5 1.1 ektomie 
? Il. 4.10 4 LUS Klinisch sym- 
5. 11. || Sep. Jod SI 13 ptomtret 
I\ 1.3 Tropfen 142 14.7 7.9 Klinisch. Rezidiv 
Fall 6. J.-Nr. B 48--11/27, M.D... 2, 21 Jahre 
Geboren und wohnhatt in einem Kropfgebiet. Keine Thyreoidea 
ffektionen in der Familie. Kropf und toxische Symptome wurden etwa 


iwhzeitig vor einem halben Jahre entdeckt. Klinische Diagnose: Primiire 
[ivreotoxikose (Morbus Basedowii). Die Patientin wurde vom Arzt zu 
Hause mut Lugolscher Lésung behandelt. Bedeutende Bess runy alle r 


klinischen Symptome durch zehntigige Jodbehandlung in der Klinik 


{m 8. November subtotale Strumektomi (Prof. Dr. P. Bull). 





. Jod im Blut in )- 
Grundumsatz 


Datum Jodbehandlung in des 
Sol. Lugoi Normalen Alkoholloslich Alkobolunléslich 
organisch 
15. X 177 , 158 S4 
a a 3.10 Tropfen 
26. X 3.10 i 144 248 25 


In den folgenden Abb. 2 bis 7 haben wir die Verhaltnisse graphisch 
dargestellt. Aus den Versuchsergebnissen kénnen wir in groben Ziigen 
folgendes entnehmen: Wie zu erwarten war. steigt die alkoholléslich 
Fraktion des Blutjodspiegels bei der Jodbehandlung stark an. Das 
Blut wird mit anorganischem Jod tiberschwemmt. Gleichzeitig fallt aber 
bei der Jodbehandlung die alkoholunlésliche organische Komponente 
des Blutjodspiegels stark, um schlieBlich nach 8 bis 14 Tagen eine 
normale oder annahernd normale Héhe zu erreichen (vgl. Abb. | 
Dieses Sinken der alkoholunléslichen Komponente geht im allgemeinen 
parallel mit dem Abnehmen des Grundumsatzes. Hort man mit der 
postoperativen Jodbehandlung plétzlich auf, so geht in vielen Fallen 
der Grundumsatz wieder in die Hoéhe, und gleichzeitig erhdht sich 
wieder die alkoholunlésliche Komponente des Blutjodspiegels. Dieser 
Zusammenhang ist bei den Fallen 4 und 5 (vgl. Abb. 5 und 6) besonders 
deutlich. Wir kénnen uns diese Tatsachen nur dadurch erklaren, dal 
die von uns gefundene und bestimmte alkohollésliche Fraktion des 
Blutjodspiegels jedenfalls einen bedeutenden Teil des im  Blute 
zirkulierenden Schilddriisensekrets enthalten mub 
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Diese Fraktion ist ferner in allen von uns untersuchten | 
von unbehandelter, primirer Thyreotoxikose bedeutend erhéht 
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Abb. 4. 


Tabelle I) und fallt bei der Behandlung mit Lugolscher Lésung a 
nihernd parallel dem Sinken des Grundumsatzes und der klinische: 
Besserung des Patienten. Wir miissen aus dieser Tatsache annehme: 
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die Erhéhung des alkoholunléslichen Anteils des Blutjodspiegels eine 
wesentliche Ursache fiir den erhéhten Grundumsatz und fiir die Thyreo 
xikose darstellt 
Wir méchten darauf hinweisen, dab keine direkte Proportionalitat 
wischen den Zahlen fiir die alkoholunlésliche Fraktion und dem Grund 
msatz gefunden wurde (vgl. Abb. 1). Die Kurve fiir die alkohol 
isliche Blutjodfraktion ist auch nicht immer parallel der Grund 
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imsatzkurve, wie besonders deutlich beim Fall 3 (Abb. 4) zum Vor 
schein kommt. Eine vollstandige Parallelitat ware auch kaum zu er 
warten, denn es liegt vorliufig kein Grund vor, anzunehmen, dal 
diese Blutjodfraktion und der Grundumsatz unbedingt in derselben 
Art und Weise die Krankheit widerspiegeln miissen, und ebenhsowenig 
sind wir dazu berechtigt, anzunehmen, daB die Erhéhung dieser Fraktion 
die einzige Ursache fiir den erhéhten Grundumsatz und fiir die Thyreo 
toxikose darstellt. 

Auf der anderen Seite liegt die Méglichkeit vor, dab auch andere 
Jodverbindungen als die aktive Jodverbindung des Schilddriisen- 
sekrets in unsere Blutjodfraktion gelangt sein kénnen, und es kommen 
hier in Frage nicht nur inaktive Jodverbindungen der Schilddriise 
sondern auch organische Jodverbindungen, die nicht von der Schild 
driise stammen. wie z. B. alimentér zugefiihrte Jodverbindungen 
Die von uns untersuchten Blutproben wurden alle von fastenden 


Patienten genommen, die in keinem Falle besonders jodreiche Nahrung 
wie z. B. Meerfische. wiaihrend der letzten 2 Tage erhalten hatten 
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Immerhin halten wir es nicht fiir véllig ausgeschlossen, dab 
Mengen alimentar zugefiihrter Jodverbindungen in unsere | 
fraktion gelangt sind. Die Tatsache, daB wir bei Normalen stets 
annihernd gleich grobe, auberordentlich geringe Menge der alk 
unléslichen Fraktion fanden, spricht zwar nicht dafiir, dab 
verbindungen der Nahrung falsche Resultate vorgetaéuscht | 
kénnen. 

Vergleichen wir unsere Ergebnisse mit dem in der yorsteh« 
Arbeit festgestellten, so kénnen wir folgendes Bild von der Th 
toxikose und der praoperativen Jodbehandlung derselben entwickel; 

Die Schilddriise ist bei der primaren Thyreotoxikose kolloidar 
und jodarm. Das Blut ist mit einem jodhaltigen EiweiBkérper iiber 
schwemmt. Nach unseren bisherigen Kenntnissen von dem Schild 
driisensekret ist das Schilddriisenhormon ein jedhaltiger Eiweibkorpe: 
(E. Baumann', A. Oswald? u.a.), worin das Thyroxinmolekiil die jo 
bindende Gruppe darstellt (#.C. Kendall®, Ch. R. Harington*) 

Es erscheint aus diesen Tatsachen der SchluB berechtigt, dali dj 
hyperfunktionierende Schilddriise nicht mehr die Fahigkeit besitzt 
das gebildete Sekret aufzusammeln, sondern es sofort in die Bluthah: 
schickt. Wir haben also das Bild einer Hyperrhoe im Sinne Breitner: 
Unsere Ergebnisse stehen. aber auch nicht mit einer Dysfunktion der 
Schilddriise im Sinne Plummers® im Widerspruch, worauf bereits 
weiter vorn eingegangen wurde. 

Bei der Verabreichung von anorganisch gebundenem Jod wir 
das Blut mit Jod iiberschwemmt, die Eiweibjodfraktion wird 
zuriickgedringt, und gleichzeitig erhéht sich der Kolloid- und Jod 
inhalt der Schilddriise. In den Tatsachen. daB dabei gleichzeitig de: 
Grundumsatz sinkt und die klinischen Symptome der Thyreotoxiko» 


gebessert werden, sehen wir wieder einen Anhaltspunkt dafiir. da 
eine Erhéhung dieser EiweiBjodfraktion eine wesentliche Ursache fii 
die Thyreotoxikosesymptome darstellen mub. Halten wir diese Tat 
sache mit den Untersuchungen besonders von Plummer®. Booth! 


E. Baumann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 21, 319, 1895; 22, 1, 18% 
A. Oswald, ebendaselbst 32, 121. 1901. 
E. C. Kendall, Journ. of biol. Chem. 89, 125. 1919; E.C. Kena 
und A. EB. Osterberg, ebendaselbst 40, 265, 1919. 
* C. R. Harington, Biochem. Journ. 20 1926; C. R. Haring 
und G. Barger, ebendaselbst 21, 169, 1927. 
> H.S. Plummer, Amer. Journ. Med. Sc. 146, 790, 1913. 
® H.S. Plummer und W. M. Boothby, Amer. Journ. of Physiol. 
295, 1921. 
7 W.M. Boothby, Journ. Amer. Med. Assoc. 77, 252, 1921; W. 1 
Boothby, I. Sandiford, K. Sandiford und E. J. Baldes, X11. Intern. Physio! 
KongreB, Stockholm, 3. bis 6. August 1926; Skandinav. Arch. 49, 192! 
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Mitarbeitern zusammen, nach welchen das Thyroxin (ein Spalt 

< des Schilddriisensekrets) den Grundumsatz erhéht, so werden 
vir zu dem Schlub gefiihrt, daB die EiweiBjodfraktion jedenfalls teil 
weise das aktive jodhaltige Prinzip der Schilddriise enthalten mub 
der jedenfalls mit diesem in naher Verbindung steht 

Das anorganische Jod scheint in dem bei der Thyreotoxikose 
nomalen Jodstoffwechsel regulierend einzugreifen Wie wir uns 
liese Wirkung des Jods rein physiologisch-chemisch erklaren sollen 
dariiber kénnen wir mit unseren heutigen Kenntnissen noch nichts 
Bestimmtes aussagen. Es ist aber die Tatsache, dali die hyperrhoische 
Schilddriise nach reichlicher Zufuhr von anorganischem Jod das Sekret 
wieder aufzusammeln vermag, eher mit einer Dysfunktion im Sinne 
Plummers als mit einer einfachen Hyperrhoe vereinbar. Kendall! hat 
wch die Vermutung ausgesprochen, daB méglicherweise bei der primiren 
[hyreotoxikose (Exophthalmic goiter) das Thyroxinmolekiil in seiner 
Struktur etwas verandert sein kénnte 

Hért man mit der Jodbehandlung auf, so geht die ,.Kontrolle™ 
iber die Thyreotoxikose manchmal auch in operierten Fallen verloren 
\bb. 5 und 6 zeigen solche Fille. wo nach Aufhéren der Jodzufuhr 
die Uberschwemmung des Blutes mit Eiwei8jod wieder eintritt, mit 
jedenfalls in dem einen Falle. gleichzeitiger Riickkehr der klinischen 
lhvreotoxikosesymptome und Erhéhung des Grundumsatzes 


Herrn Professor. Dr. £. Poulsson, Direktor des Pharmakologischen 
Instituts zurzeit der Durchfiihrung der vorliegenden Arbeiten, sind 
wir dafiir, daB er die Mittel des Instituts in der zuvorkommendsten 
Weise fiir unsere Versuche zur Verfiigung stellte, zu besonderem Danke 
verpflichtet 

Die vorliegende Arbeit ist durch Bewilligung von ,.Statens Forsk 
ningsfond av 1919* in dankenswerter Weise unterstiitzt worden 


‘Zusammenfassung. 

Es wird eine Ubersicht tiber die bisherigen Untersuchungen iiber 
den Blutjodspiegel gegeben 

Eine neue Methode zur Bestimmung des Blutjodspiegels und 
Trennung des Gesamtjods in eine alkoholunlésliche Eiweibkomponente 
und eine alkohollésliche (unter anderem das anorganisch gebundene 
Jod enthaltende) Komponente wird beschrieben 

Der normale Blutjodspiegel in Oslo betragt 11 bis 16; 

Bei Hyperthyreosen (es wurden hier nur Faille von primaret 
lhyreotoxikose untersucht) ist der Blutjodspiegel. und insbesondere 


' B.C. Kendall, Journ. of biol. Chem. 88, 125. 1919 
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die alkoholunlésliche, organische Fraktion desselben stark er! 
Bei Zufuhr von anorganischem Jod (Lugolscher Lisung) steigt 
alkohollésliche Komponente des Blutjods stark, wegen der U! 
schwemmung mit anorganischem Jod. Die alkoholunlisliche, organi: 
Fraktion wird gleichzeitig stark herabgedriickt, um nach einigen T» 
eine normale oder annahernd normale Héhe zu erreichen. Mit dis 
Abnehmen des alkoholunléslichen Blutjods geht ein Sinken des Gru 


umsatzes parallel, und die klinischen Symptome der Thyreotoxik«» 


verschwinden 

In der vorstehenden Mitteilung wurde gezeigt, dab primar 
Basedowkrépfe kolloid- und jedarm sind, und da® sie durch Jod 
behandlung kolloid- und jodreich werden 

Wir sehen in diesen Tatsachen den Beweis dafiir, daB die alkol 
unlisliche Fraktion des Blutjodspiegels, jedenfalls teilweise. das akti 
jodhaltige Prinzip des Schilddriisenhormons enthalten muB. und da 
die Thyreotoxikose durch eine Uberschwemmung des Blutes mit ebe: 
diesem oder mit einem ahnlichen jodhaltigen Prinzip zustande komm: 

Anorganisches Jod greift in den bei der Hyperthyreose anomale: 
Jodstoffwechsel regulierend ein und verhindert die Sekretausschwe: 


mung der Schilddriise. 








Lipoidgehalt in Fischorganen. Lipoide in Heringen. 
VI. Mitteilung tiber Lipoide. 


Von 
Bruno Rewald (Hamburg) 


(Eingegangen am 23. November 1928.) 


Wahrend die Organe der Warmbliiter schon vielfach Gegenstand 
ier Untersuchung beziiglich ihres Lipoidgehalts gewesen sind und hier- 
ber schon eine recht umfangreiche Literatur existiert, findet man 
uum Unterlagen, wenn es sich um Fische handelt. Dies ist um so 
rstaunlicher, da von jeher gerade den Fischen ein besonders hoher 
Gehalt an Phosphor zugeschrieben wurde. Es konnten auch bisher 
seine Angaben gefunden werden, die sich auf die Darstellung von 
ipoiden aus Fischfleisch, Fischlebern usw. beziehen. Dies ist sehr 
erwunderlich, da z. B. der Lebertran therapeutisch eine so grobe 
\nwendung gefunden hat und noch findet, ohne daB man sich bisher 
emiitht hat, die Lipoide der Leber der Fische naher zu untersuchen 
hs ist lange bekannt, da die Leber der Saugetiere sehr reich an organisch 
gebundenem- Phosphor ist, und es wire an sich naheliegend gewesen 
liesen Gehalt auch bei der Fischleber zu bestimmen und eventuell 
wuszunutzen, um so mehr, da man ja haufig gerade dem Lebertran 
wch elementaren Phosphor zusetzt, um ihn fiir medizinische Zwecke 
vertvoller zu machen. Wohl existieren Angaben iiber den -Gehalt 
on Fischélen an Lecithin, die schon sehr alten Ursprungs sind, aber 
ei der auch heute noch iiblichen Gewinnung des Lebertrans z. B 
uiissen die Lipoide grébtenteils verlorengehen, so dab die Hauptmenge 
‘ich nicht in den Olen befinden kann!. 

Zweck vorliegender Untersuchungen war, den wahren Gehalt det 
wichtigsten Organe von Fischen auf ihren Gehalt an Lipoiden zu unter 
suchen und gleichzeitig zu versuchen, die Lipoide selbst weitméglichst 
u reinigen. Die hierbei angewandte Methode war die schon friiher 
eschriebene?. Jedoch zeigte sich, daB gerade fiir die vorliegenden 


' Vgl. Kénig, Chem. d. Nahrungsmittel 1, 66, 1903. 
2 Rewald, diese Zeitschr. 198, 103, 1928: Chem.-Ztg. 52. 477. 1928 
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Zwecke gewisse Abweichungen notwendig wurden, da die auch 

von anderer Seite beschriebenen gegenseitigen Hemmungen bei « 
Isolierung der Lipoide gerade hier besonders stark in Erschei ing 
traten. Wenn es sich, wie bei den Fischextrakten, die mit Aceton 
auch mit Alkohol erhalten werden, um einen groBben Uberschu 
Fett gegeniiber den nur relativ geringen Mengen an Lipoiden hande|; 
ist es sehr schwer, eine quantitative Trennung herbeizufiihren. [) 
gewohnlichen Methoden versagen hier oft vollkommen. Besonders zeigt 
es sich, da Aceton, wie besonders auch schon Glikin! und Maelean? 
hervorgehoben haben, selbst in der Kialte Lipoide doch in recht erhet 
lichem MaBe lést, selbst wenn man mit starker Unterkiihlung arbeite: 
Es wurde sogar wiederholt bei Fischlipoiden beobachtet, daB eine U; 
fallung mit Aceton, selbst bei 16° C, in groBem UberschuB eine A\ 
nahme des P-Gehalts bedingte, so da} man anstatt héherer Lipoidwert: 
niedrigere erhielt. Fiir die Isolierung von Fischlipoiden ist demnac! 
Aceton nicht zu verwerten! Auch ein weiterer Ubelstand machte sich mi! 
Aceton bemerkbar. Hat man das Fischdl isoliert und setzt einen grébere: 
Uberschu8 Aceton bei niedriger Temperatur hinzu hier geniigs 
schon 0° C —, so fallt eine groBe Menge Fett aus, das nur relativ weniy 
Lipoide einschlieBt. Auch wiederholtes Umfillen fiihrt hier zu kein 
weiteren Trennung. Besser kommt man in diesen Fallen zum Ziel 
wenn man fiir die Reinigung des Lipoids und Entfernung der jibe: 
fliissigen Fettmengen kalten Essigather verwendet, wenn auch Fssig 
ither gleichfalls eine gewisse Menge Lipoide mit in Lésung ‘nimmt 
Aber jedenfalls kann man auf diese Weise die Hauptmenge des Fette- 
entfernen, was auf andere einfache Weise nicht gelingt. 


Der Arbeitsgang war, in Anlehnung an die friiheren Angaben, als 
derart, dab zuerst das frische Material von Schuppen, Griiten usw 
befreit und in feingemahlenem Zustande mit Aceton kalt behandel 
wurde, dann nach Erschépfung mit diesem Lésungsmittel eine Nach 
extraktion mit warmem Alkohol stattfindet, gleichfalls bis zur E: 
schépfung, endlich eine SchluBextraktion mit Alkohol-Benzol. — Di 
Umreinigung wird bei den einzelnen Stellen jeweils besonders angegebe: 


Das Ausgangsmaterial kam in ganz frischem Zustande zur Analy» 


Die Heringe wurden sorgfaltig, ohne zu waschen, von den Kopfer 
Schuppen usw. befreit und das Fleisch, der Rogen, die Milch und di 


Lebern fiir sich verarbeitet?. 


' Glikin, Chemie der Fette, Lipoide und Wachsarten 1, 1912. 
Maclean, Lecithin and allied Substances, 2. Ausgabe, 1927. 8 
' Fiir die Ubermittlung des ganz frischen Materials sei Herrn |) 
Schweiger vom stadtischen Fischereihafen der Stadt Altona auch an cir 
Stelle mein bester Dank ausgesprochen. 
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Heringsfleisch. 

Zur Analyse kamen 1350 g¢. Der Wassergehalt wurde zu 66.6 ' 
festgestellt Nach sorgfaltiger Zerkleinerung wurde fiinfmal mit je 
25 Litern wasserfreien Acetons kalt extrahiert Nach Entfernung 
des Acetons und des mit gelésten Wassers im Hochvakuum wurden 
218,25 g 16.17 °,, Extrakt gewonnen Dieser bildete ein dunkel 
braunes Ol, aus dem sich mit der Zeit Flocken absetzten. Beim Er 
warmen wurde wieder alles klar gelést. In 5,236 g dieses Oles, die zur 


\nalyse kamen, wurden 0.22”,, P festgestellt. Da es jedoch nicht 
uisgeschlossen war, daB sich auch bei der Art der Extraktion da 
a viel Wasser mit extrahiert wird auch anorganische Salze mit gelost 


haben konnten, wurde der ganze élige Riickstand in absolutem Ather 
uifgenommen. Hierbei wurden 192 g 14,22°,, Fett erhalten. Erwahnt 
sei hierbei, da nach Kénig! der Fettgehalt von Heringen viel geringer 
st. dort werden nur Werte von 8,47°,, im Durchschnitt angegeben 
dagegen ist der Wassergehalt. wenn auch ungleich, doch ungefahr von 
gleicher GréBenordnung. Wahrscheinlich beruhen diese Differenzen 
uf dem Zeitpunkt, zu dem die Untersuchung angestellt wurde, da die 
Fische je nach Jahreszeit fetter oder magerer sind, oder auf der Methode 
da es sich um sehr alte Angaben handelt. Der Gehalt an freier Fettsiure 
des Oles wurde zu 2,68 °,, festgestellt. Der P-Gehalt dieses gereinigten 
Oles war nur gering; angestiegen er war jetzt 0.28", was einem 
Lipo'dgehalt von 7,11 °,, entspricht (wobei, wie in allen nachfolgenden 
sestimmungen, der P-Gehalt des reinen Lipoids zu 3,9°,, angenommen 
wird). Die Aufnahme dieses Heringséles in Aceton und Abkiihlung 
vuf — 10° fiihrte hier nicht zur Isolierung der Lipoide. Vielmehr wurde 
nun die Gesamtmenge des mit Aceton erhaltenen Riickstands, nach 
Befreiung vom Aceton, mit Essigester im UberschuB versetzt und bis 
auf — 16° abgekiihlt. Hierbei schied sich nun ein brauner, flockiger 
Niederschlag ab, der sich bei langerem Stehen zusammenballte und 
sich leicht von der klaren Lésung isolieren lie}. Er wurde mit eis- 
gekiihltem Essigester ausgewaschen. Die Menge, nach dem Trocknen 
im Vakuum, war duberst gering: 0,2060g kamen zur Analyse. Es 
wurde ein P-Gehalt von 0,93°,, 23.60°,, Lipoide festgestellt Ks 
war demnach eine Anreicherung auf tiber das Dreifache erzielt worden 

Nach friiheren Untersuchungen muBte auch hier erwartet werden 
da der sogenannte ,,gebundene Anteil des Lecithinlipoids noch in 
dem acetonerschépften Riickstand des Fischfleisches sich befinden 
muBte. Dieser Riickstand in Héhe von 261.5 g wurde nach freiwilliger 
Verdunstung des Acetons mit 96°,igem Alkohol fiinfmal extrahiert 
Es wurde jeweils | Liter angewendet, zum SchluB noch | Liter Alkohol 


1 Kénig, Chem. d. Nahrungsmittel 1, 44, 1903. 
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Benzolgemisch. Die Menge des Extrakts war 27 g, also nur 2 
bildete eine hellbraune, feste Masse mit einem P-Gehalt von 0.37 
was 9.39", Lipoide entsprechen wiirde. Da aber auch hier sich event 
anorganische Salze mit gelést haben konnten, so wurde der Trock« 
riickstand in absolutem Ather aufgenommen. Die vom Ather befreit: 
Fliissigkeit trennte sich in zwei Teile, einen fliissigen und einen festen 
von denen jeder gesondert zur Untersuchung kam. Der fliissige Ante! 
bestand fast aus reinem Ol, sein Gehalt an P war gering, er betrug nw 
0,12°., = 3,05°,, Lipoide. Dagegen zeigte der festere Anteil scho 
einen relativ hohen Gehalt von 0,97°,, P = 24,62", Lipoide Aus 
diesem Anteil konnte durch wiederholte Umfallung zuerst mit Aceton 
dann mit Essigester bei 16° ein Lipoid mit hohem P-Gehalt isoliert 
werden. Zur Analyse kamen 0,2059g. Der P-Gehalt war 2.61 
entsprechend 66,24°, Lipoide. Eine weitere Reinigung war nicht 
méglich, da héhere P-Werte nicht erhalten wurden. Es scheint, als 0} 
die Art dieses Fischlipoids eine andere ist wie z. B. bei Eigelb. Wichtig 
aber ist, da} auch hier in dem mit Aceton erschépften, also von Fett 
befreiten EiweiB sich noch viel Lipoid befindet, das daraus in hohe 
Konzentration isoliert werden kann. 

Wie in friitheren Fallen wurde auch das Eiwei noch auf seine: 
P-Gehalt untersucht. Er wurde zu 1,1 °%, festgestellt. 

Der P-Gehalt des Eiweibes entspricht demnach dem P-Cehalt 
der Organe von Warmbliitern, wie er friiher mitgeteilt wurde!. 


Rogen. 

Von allen Fischorganen ist bisher nur der Rogen Gegenstand der 
Untersuchung auf Lipoide gewesen. Kénig? gibt eine Untersuchung von 
Cobley an, der in Karpfenrogen neben 64,08 °,, Wasser 3,04°,, Lecithi: 
festgestellt hat Vageler® fand in mit Sand zerriebenem und dam 
extrahiertem Forellenrogen 0,4153°,, P 10,83°,, Phosphatide, und 
im Hechtrogen 0.4434 °,, P 11,67 °,, Phosphatide. Alle diese Angaben 
kénnen aber heute nicht mehr befriedigen, weil die Methoden, di 
damals angewandt wurden. sicher keine einwandfreien Ergebniss« 
zeitigten. Auffallend ist, daB alle neueren Zusammenstellungen und 
Handbiicher tiber die Lipoide der Fische iiberhaupt nichts erwahnen 

Angewandt wurden 190g Heringsrogen mit einem Wassergehalt 
von 60,0°,. Nach fiinfmaliger Extraktion mit je 400 ccm reinem 
Aceton wurden 17,15°,, Riickstand erhalten, der dunkelbraun und 


fest war, gleich 9,03°,. Um anorganische und mit geliste Stoffe zu 


' Rewald, diese Zeitschr. 198, 103, 1928. 
* Kénig, Chem. d. Nahrungsmittel 2, 572, 1904. 
3’ Vageler, diese Zeitschr. 17, 213, 1909. 
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entiernen, wurde in Ather aufgenommen Es resultierten 14,17 g 

45°,. Die Analyse ergab, daB hierin 1,99°,, P 505°. Lipoide 
enthalten waren. Man hat es also hier schon mit einem recht an- 
yereicherten Lipoid von erheblicher Reinheit zu tun. Beim Versuch 
hier durch Auswaschen und Umfallen mit Aceton und auch nachher 
mit Essigester zu reineren Substanzen zu gelangen, wurde ein negatives 
Ergebnis erzielt Das ausgefallte Produkt hatte nur mehr 1,64°, P 

11.62 °,, Lipoide! 

65.5 g¢ vom Aceton befreiten Eiweibriickstands wurden mit je 
(00 cem 96° igem Alkohol, zuletzt mit Benzol Alkohol ausgezogen 


Es resultierten 4.2 ¢ 2.21°, Extrakt Hierin wurden 2.19°, P 
55,58°,, Lipoide festgestellt. Umreinigung mit Ather ergab eine 
dunkelbraune, feste Masse. deren P-Gehalt auf 2,31°,, 58.63 °.. 


Lipoide gesteigert war. In diesem Falle konnte durch Umkristallisieren 
mit Aceton eine noch weitere Reinigung erzielt werden. Es ergab sich 
ein Produkt mit 2.42°,, P= 61,42°,, Lipoide 

Hieraus berechnet sich der Gehalt an Lipoiden in frischem Herings 
rogen auf 4,881 °.,. in Trockensubstanz auf 13,883 ° 

Die Untersuchung des Eiweibriickstands ergab, dab sich nach der 
erschépfenden Extraktion noch 0,73°,, P darin befanden 


Milch. 


Uber den Lipoidgehalt der Heringsmilch finden sich keine Angaben 
Bei gleicher Arbeitsweise wurden 71,6°,, Wasser festgestellt Zur 
\nalyse kamen 190g, die einen Acetonextrakt von 13,35 g — 7,03 
ergaben. Dieser Extrakt ist hellbraun, fest und fast vollkommen in 
\ther léslich. Der P-Gehalt ist 2,05°,, 52,03°,, Lipoide. Auch hier 
konnte, wie beim Rogen, durch Umfillung nur ein Riickgang, keine 
Erhéhung des Lipoid-P erzielt werden 

Zur nachfolgenden Alkoholextraktion gelangten 43.5 g¢ Trocken 
produkt, die 1,68 g= 0,88°,, eines festen, braunen Extrakts ergaben 
der bei 0.79°, P= 20,05°,, Lipoide enthielt Durch Aufnahme in 
\ther steigerte sich der P-Gehalt auf 1.31°,, entsprechend 33.25 
Lipoide, eine nochmalige Umreinigung mit Aceton lieferte einen Riick 
stand, der bei 1,56°,, P 39.59°,, Lipoide aufwies 

Es ist auffallig, daB sich sowohl beim Rogen wie bei der Milch die 
anfangs in Aceton gelisten Lipoide nicht durch dieses Mittel mehr 
reinigen lassen, wohl aber die acetonunldslichen, erst mittels Alkohols 
extrahierbaren Lipoide. Dies deutet darauf hin, dal} man es hier mit 
zwei verschiedenen Klassen von Lipoiden zu tun hat. da es sich also 
nicht nur um gegenseitige Léslichkeitsbeeinflussungen handelt 

Der Gesamtgehalt an Lipoiden in frischer Heringsmilch betragt 
demnach 3.89°,,, in Trockensubstanz 10.295 
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Auffailend hoch ist der P-Gehalt des Riickstands, des Eiw: 
Derselbe betragt 3.42°,. Dies beruht wohl auf der bekannte: 
sonderen Natur dieses Eiweibkdérpers. 


Heringsleber. 


Die Heringsleber ist auBerordentlich klein. Aus fiinf groBen Fisc! 
wogen die gesamten Lebern nur 16 g, also durchschnittlich nur 3 ¢ 
Tier. Um nicht zuviel Material zu verlieren. wurde in diesem fa) 
von einer Wasserbestimmung abgesehen. Im iibrigen gestaltet« 
die Verarbeitung analog den iibrigen Analysen. 

Nach viermaliger erschépfender, kalter Acetonextraktion wurd« 
im ganzen kamen 400 cem zur Anwendung 19g Extrakt erhalt 


entsprechend 11,87°,,. Die braune, feste Masse wurde in Ather 


genommen, worin sich 1,39 g lésten, die bei 1,36°,, P = 34.5°, Lipoid 
enthielten. Hier zeigte also die Leber von vornherein einen auber 
ordentlich hohen Lipoidgehalt schon bei der Fettextraktion mitt: 
Acetons! Durch Umfillung mit eisgekiihltem Essigester wurde < 
P-Gehalt auf 1,6°,, gesteigert, entsprechend 40.6] 


, Lipoide. 

Die Nachextraktion mit Alkohol ergab noch 0,7 g Extrakt. ent 
sprechend 4,37". Hier ist also die noch mit Alkohol auslésbare Meng 
Extrakt doppelt so groB als z. B. beim Rogen oder beim Fleisch, ga: 
abzusehen von der Milch. Dementsprechend ist auch der P-Gehalt 
sehr betrachtlich, 1,82°,,, entsprechend 46,19°,, Lipoide Ein Un 
kristallisieren fiihrte hier auch nicht zu héheren Werten. Immerhi 
ist augenscheinlich, daB der P-Gehalt des Alkoholauszuges von vor 
herein einen sehr hohen Wert erreicht. 

Hieraus berechnet sich der Gehalt an Lipoiden auf die frisel 
Lebersubstanz zu 5,039°... 

Der Gehalt des extrahierten LebereiweiBbes an P war noch 1,59 

Es ist natiirlich nicht ganz von der Hand zu weisen, daB nicht 
aller Phosphor, der sich hier mit organischen Lésungsmitteln extra 
hieren 148t, nun dem reinen Lipoidtypus entspricht. Die erhaltenen 
Mengen sind zumeist sehr klein und die Umreinigung sehr schwer. Es 
ist bekannt, daB gerade die EiweiBkérper der Fischsubstanzen manchi 
Kigentiimlichkeiten aufweisen, und es wire wohl méglich, das man es 
hier auch zum Teil mit Verbindungen zu tun hat, deren Konstitutio: 
ganz abweichend vom Lipoidtypus ist. Wenn es nach Art der Da: 
stellung auch nicht wahrscheinlich ist, so muB doch darauf hingewiese! 
werden. Weitere Untersuchungen in dieser Hinsicht sind in Angriff 
genommen. Ganz unabhingig aber davon laBt sich aus diesen b: 
stimmungen mit Sicherheit der SchluB ziehen, daB8 auch in den Fis 
organen sich erhebliche Mengen an organisch gebundenem Phosph«' 
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efinden und dab insbesondere die Leber sich daran auszeichnet 


em 


(mstand, auf den vom praktisch-ernahrungsphysiologischen Stand 


mkt aus noch viel zu wenig Riicksicht genommen wird 


Die erhaltenen 


worden 


Resultate sind 
Auch aus dieser geht hervor, dab die Mengen Lipoide, berechnet 


in 


einer 


wf Trockensubstanz, bei allen untersuchten Fischorganen in det 


recht 


wf Rogen 13,883 °,,. 
Wassergehalt zu mindestens 60°,, annimmt. 


betrachtlich sind. 


Hiernach entfallen auf das 


Fleisch 
auf Milch 10,295°,, und auf Leber, wenn 


12.597 ° 


3.561 


man den 


Tabelle zusammengefabt 


lat 














¢ a v 
- a * » £ ef | F- 
_ - . .@ — -*s 
3 “4 os Pa HES Pee Pv Cue 
ae . i - wien ecs ~wvs ~So8 +~- Sn 
oog + aan anti a-f <aue to eens 
2s S g Se = at eve a= -_x.oS £*2s 
, S22 =? se sft sex ef weetse Bice 
(rt der Substanz 322 «¢ se SES Bete Bse Sere Secz 
zis 2 Ss CEs ) rT}  w+S wtw&S=3 tS‘ 3s 
a“ e > Vee a8c = ot =% 2% <eS~<+2 
> BES (3° | SSS B83 28°" | B83 
= < Oe ne pail - @\ << =<" 
( 0 0 
Heringsfleisch . 66,60 16,17 0,22 0,28 7,11 23.60 1,00 3.00 
Heringsrogen 60,0 9,03 1.99 50.50 3.721 9,302 
Heringsmilch ; 71,6 7,03 205 | 52,0 3560 9,112 
Heringsleber 11,87 _— 1.36 34.50 40.61 3.020 
~ a a 2 n 2a Ao 5S 8 - 
- . ees ols wv ° 
So Sixt Som Vee UU, (UNZ PF vs. Se 
Sax VE sew Vofb ~-st ~ fsx sts “Ss = cs VSe 
x2E - a+ Se eet we euSiat 2? @2ets = ce 
o2#3 =* ¥ yt Sux ead Sxas Ere = = es s=+s2 
, SES SQ SHS SEL SEL SLES CLS GAS SES SEs 
Art der Substanz SEK5s HSC Sf S850 wee moms wow we & eS SEs 
See Pe fS *PPSe Gla views VES BCee OL LES 
we® Vo BetYVeoec £90 6€53% SSE SSE SVE <x ee 
3° aves & Me a4 ewe bot Be” 6 can 
< < <3 <45< S<¢q/S& [St 
; " a o), ' 
Heringstleisch . 200 0.37 2.61 66.24 0.187 0.561 1.187 3.561 1.10 
Heringsrogen 2.21 2.19 55,58 2.42 61,42) 1.164 2.910 4,881 13,883 0,73 
Heringsmilch 0,88 0,79 20.05 1.56 39.59 0,336 1,183 3,890 10.295 3.42 
Heringsleber 4.37 1,82.46.19 2,019 5.039 1,59 





Versuch 
einer pharmakologischen Analyse des Carcinomstoffwechsels 


Vi Mh 
(. Heeht und PF. Eiehholtz. 


(Aus dem pharmakologischen Forschungs-Laboratorium det 
industrie A.-G. Elberfeld.) 


(Eingegangen am 45. Dezember 1928.) 


Warburg’ hat als erster die Ausnahmestellung der energieliefernde: 
Stoffwechselvorgange der Tumorzelle erkannt. Von seinen Ergebnissen 
und Methoden gehen die im folgenden beschriebenen Experimente aus 
die in den Jahren 1926/28 in fortlaufender Arbeit gesammelt wurde 


Problemstellung. 


Die Tumorzelle besitzt die Fahigkeit, Kohlehvdrate in einen 
garungsartigen Vorgang anoxydativ zu spalten. Dieser girungsartiy: 
Vorgang tritt als energieliefernder ProzeB neben die oxydativen Um 
setzungen, die gleichzeitig verlaufen. Den heutigen chemischen Vor- 
stellungen entsprechend, wird das durch Abbau der Hexosen erhaltene 
Methylglyoxal-Isomere nicht nur unter O,-Verbrauch und CO,-Pro 
duktion tiber Brenztraubensiure, Essigsiure, Bernsteinsiure usw 
abgebaut, vielmehr gleichzeitig zu dem stabilisierten Endprodukt des 
anoxydativen Abbaues? der Milchsiure umgelagert 

Man hat sich vorzustellen, daB diese Vorginge durch ein Zu 
sammenarbeiten verschiedener katalytischer Systeme unterhalten 
werden. Man kann erwarten, dai die Natur dieser Systeme eine: 
Aufklarung dann zuganglich wird. wenn es gelingt, einzelne isoliert 
auszuschalten. Es sei nur an die Konsequenzen erinnert, die Warburg 
aus der Tatsache der Atmungshemmung durch Blausaure gezogen 
hat. So gehen auch unsere Untersuchungen von der Entdeckung 
einiger Substanzen aus, die eine spezifische Giftwirkung auf eine: 


' Warburg, Stoffwechsel der Tumoren. Berlin 1925. 
? Oppenheimer, Miinch. med. Wochenschr. 75, 981, 1928. 
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immten Stoffwechselvorgang haben, nimlich auf die Milchsaure 
ung durch Carcinomzellen. In weiterer Verfolgung dieser Beob- 
htungen versuchten wir zu bestimmten Vorstellungen tiber einen in 
Ablauf der Carcinomglykolyse eingeschalteten Katalysator zu 


t 


gelangen. 
Methodik. 

Wir benutzten als Versuchsobjekt einen mit guter Ausbeute trans- 
plantablen Mausecarcinomstamm vom Typ eines Adenocarcinoms 

Atmung und Glykolyse wurden nach der ,,verbesserten Methode 
gemessen, und zwar bei 38° in Ringerlésung bei Gegenwart von Sauer 
stoff oder Stickstoff mit 5°, CO,. Da die GréBe der Glykolyse von 
der Reaktion abhangig ist, war genau darauf zu achten, dal das py 
durch den Zusatz der Gifte nicht verschoben wurde. Ferner war durch 
die nétigen Kontrollen eine Anderung im Gasdruck durch etwaige 
chemische Umsetzungen der zugesetzten Gifte auszuschlieBen. 


Interessante Ergebnisse wurden mit folgenden Substanzen erzielt: 


1. Brenzkatechindisulfosaures Natrium, 

2. Inositphosphorsaures Natrium (Phytin), 

3. Hexosediphosphorsaures Natrium (Candiolin-Natrium), 
4. Athylendiaminhydrochlorid, 

5. Glykokoll, 

6. Alanin 


Das Verhalten von Atmung und Garung bei Gegenwart ver- 
schiedener Konzentrationen dieser Substanzen bringt Tabelle I zum 
Ausdruck. Die darin enthaltenen Zahlen stellen gribtenteils Mittel- 
werte aus einer gréBeren Reihe von Versuchen dar 

Es ist hier nicht méglich, alle in dieser Richtung untersuchten 
Substanzen aufzuzahlen. Es seien nur einige nahe chemische Verwandte 
der oben genannten erwahnt. So ist das brenzkatechinmonosulfosaure 
Kalium schwiicher, das pyrogalloldisulfosaure Kalium etwa_ gleich 
wirksam wie das brenzkatechindisulfosaure Natrium. Das pyrogallol 
disulfosaure Kalium ist oxydabel, die Versuche damit sind nur in 
Stickstoff durchzufiihren. Ammonchlorid ist nicht wirksam, ebenso- 
wenig einige Monoamine. Von den Homologen des Athylendiamins 
ist das a, 8-Diaminopropan wirksam. nicht dagegen die @. @'-|)iamine 
Putresecin und Cadaverin 

Es ergab sich ferner, dai die Wirkung reversibel ist. Schnitte 
die 30 Minuten in einer Lésung | : 100 von brenzkatechindisulfosaurem 
Natrium oder Athylendiaminhydrochlorid vorbehandelt und in Ringer- 
lésung zuriickgebracht sind, giren gleich stark wie die Kontrollen 


1 Warburg, diese Zeitschr. 189, 354, 1927 
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Diskussion der Befunde. 

Die angefiihrten Versuche ergaben die Tatsache, daB es méglich 
st. die Glykolyse weitgehend zu lihmen, ohne die Atmungsvorginge 
: beeinflussen. Dies ist tiberraschend, da man sich eine enge Ver 
kn ipfung dieser beiden Vorgange vorstellt Es ist aber zu beachten 
lai es mit den untersuchten Substanzen nicht méglich ist. bei er- 
haltener Atmung die ,,Garung™ vollstindig zu hemmen. Und es ist 
weiter nicht méglich, mit ihnen die Tumorzellen in vivo zu beeinflussen 
Die groBe Anzahl der in dieser Richtung angestellten Versuche verlief 
volistandig negativ. Allerdings stehen Versuche iiber die Wirkung der 
intersuchten Substanzen mit Tumorschnitten. die auch in Tyrode- 
ésung sowie in Serum gehalten werden, noch aus und besonders fehlen 
Versuche, in dem die Carcinomwirkung der Seren von solchen Tieren 
intersucht wird, die mit groben Dosen der vorliegenden Komplex- 
bildner vorbehandelt wurden. 

Dagegen schien es uns méglich, diese Befunde unter den in der 
Problemstellung genannten Gesichtspunkten zu betrachten Denn 
« verschieden die chemischen Eigenschaften der angewendeten Stoffe 
wf den ersten Blick zu sein scheinen, so besitzen sie doch eine allen 
gemeinsame Eigenschaft. 

Sie haben samtlich die Fahigkeit, Schwermetallhydroxyde bei 
neutraler Reaktion in wasserige Lésung zu bringen. Es handelt sich 
labei offensichtlich um die Entstehung von Komplexverbindungen 
In diesem Sinne bezeichnen wir unsere Substanzen als ,,.Komplex 
bildner’*. In der Tat war diese Eigenschaft bei den meisten von ihnen 
die alleinige Veranlassung, sie in den Kreis dieser Untersuchungen zu 
ziehen, und unter mehreren Hundert Substanzen fanden wir die 
Hemmung der Tumorglykolyse nur bei Komplexbildnern dieser Art 


Diese Tatsachen fiihrten uns dazu, einen Zusammenhang zwischen 
der Tendenz zur Komplexbildung und der Glykosehemmung anzu 
nehmen, und zwar in Form folgender Hypothese: Die glykolytischen 
Vorgange in der Tumorzelle werden durch eine Metallverbindung 
katalysiert. Bei der Blockade dieser Metallverbindung durch Komplex 
bildner wird die Glykolyse gehemmt; gibt man die Metallverbindung 
durch Auswaschen des Komplexbildners frei, so verlauft die Glykolyse 
wiederum ungestort. 

Eine Schwermetallhypothese der ,,Garung wurde bereits von 
Warburg! ausgesprochen. Auch hier bilden Versuche mit Substanzen 
die zur Komplexbildung mit Schwermetallen neigen, naimlich mit 
Blausiure und mit Stickoxyd, die experimentelle Unterlage 


1 Warburg, diese Zeitschr. 189, 354, 1927. 








G. Hecht u. F. Eichholtz: 


Es ist aber festzustellen, dab, wenigstens bei der Blauséur: 
anderer Modus der Komplexbildung vorliegt. Die Blausaure reayier; 
mit dem Eisen des Hiimoglobins und, wie Warburg annimmt, mit dey 
analog gebundenen Eisen des Atmungsferments. Unsere Komplex 
bildner reagieren nicht mit Hamoglobin und hemmen die Atmuny 
bereits auf die Glykolyse wirksamen Konzentrationen nicht 

Mit unserer Hypothese wurde eine Substanz definiert. dice ji; 
dem Ablauf der Garungsvorgange in der Tumorzelle ursachlich verkiiipf 
ist. Wir betrachten es aber als verfriiht, iiber einen Zusammenhang 
dieser Substanz mit der Malignitaét zu diskutieren. Wir haben kein 
anderen glykolysierenden oder girenden Objekte in den Kreis unsere; 
Untersuchungen gezogen und kénnen dementsprechend nichts dariibhe: 
aussagen, ob diese Substanz fiir die Carcinomzelle spezifisch ist 

Eine Moéglichkeit einer ganz anderen Deutung der Befunde verdier: 
vielleicht kurz erwihnt zu werden. Es kénnte sich darum handeln 
da die genannten Stoffe mit Zwischenprodukten der Glykolyse in 
Sinne einer Abfangreaktion reagieren. Es zeigte sich, daB Athyler 
diamin in héheren Konzentrationen mit Methylglvoxal eine Verbindung 
eingeht. Etwas Ahnliches kann aber fiir die anderen Stoffe kaum an 
genommen werden. AuBerdem ist das synthetische Methylglyoxa! 
nicht als Zwischenprodukt anzusehen. 

Demnach hat diese Deutung gegeniiber der Schwermetallhy pot hes 
weit weniger Wahrscheinlithkeit fiir sich. 

Die nichste Frage, die man sich jetzt vorzulegen hat, ist dix 
welches Metall in dem angenommenen Katalysator enthalten ist. Es 
wiire im AnschluB an Warburg zunachst an das Eisen zu denken. Doch 
glauben wir auf Grund der Tatsachen, daB unsere Komplexbildner 
nicht auf die Atmung wirken, und weiter, daB das Athylendiamin kein 
Komplexbildner des Eisens ist, das Eisen ausschlieBen zu kénnen 
Dem Kupfer hat ebenfalls Warburg in letzter Zeit gréBere Beachtung 
zukommen lassen. Er fand, daB alle Zellen Kupfer in meBbarer Meng: 
enthalten, und diskutierte bereits katalytische Funktionen dieses Metalls 
Da auch alle von uns untersuchten Substanzen mit Kupfer Komplex« 
bilden, kommen wir zu der Annahme, daB der Katalysator der Glykolys 
Kupfer enthalt. 


Uber weitere spezifische Beziehungen von glykolysewirksamen Komplex- 
bildnern und Kupfer. 


Es lag deshalb nahe, andere meBbare pharmakologische Figen 
schaften des Kupfers zur Untersuchung heranzuziehen. 

Im Vorversuch wurde festgestellt, daB Kupfer, intravenés bei der 
Maus injiziert, durch brenzkatechindisulfosaures Natrium entgiftet 
wird. 1.00 mg Kupfersulfat pro 20g Maus ist als sicher tétende Dosis 
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sehen. 
unde. Injiziert man der gleichen Maus vorher 40 bis 60 mg brenz- 


-atechindisulfosaures Natrium subkutan, so tiberleben die Tiere die 


Die Tiere gehen innerhalb | Minute unter Krampfen zu 


achfolgende letale Kupferdosis 
Die Wirkung des brenzkatechindisulfosauren Natriums bei anderen 
Vetallvergiftungen wird in der Tabelle Ll wiedergegeben 


Tahelle TI] 





Subkutan Intravenos 


Entgittung durch 


Entgittung durch 60 mg 


Letale 


60 mg brenzkatechin 


synemne Letale brenzkatechindisulfoe Dosis (akute 
Dosis : . disulfosaures 
saures Natrium Gittigkeit) Net 
ro 20 o Meus I ‘a rium 
ng P wath mg pro 20g Maus 
rosulfat 15—20 vo. W 2 o. W 
baltehlorid 2 o. W l o. W 
Viekelehlorid } o. W 03 o. W 
pfersulfat 2 o. W ] 
kehlorid . 5 o. W 7.5 + auf 12mg 
nachlorid sthwere Atzung 3.0 o. W 
\rsenige Saure 7.5 U0 W 0,1 ‘ \W 
rechweinstein l geringe Entgiftung 1 
Wismutammonium- 
‘itrat 2—3 auf 20me¢ 15 o. W 
Chromehlorid schwere Atzung 4 o. W 


Aus diesen experimentellen Ergebnissen geht hervor, dab unter 
len tibrigen Schwermetallen auBer dem Kupfer nur Zink und Wismut 


Tabelle TTT. 





Letale 


Dosis Vors Komplexbildung 
" bk. dehandlungs- Entgiftung Wirkung 
Susctens pro 0g dosis pro 20g von Kupfer auf Glykolyse 
mg mg Kupter 
Brenzkatechin- 
disulfos. Natr st) 69 + 1: 1000-1:109 
Athylendiamin 1) Giftigkeit zu grob 1: 1009—1 : 500 
Inosit phosphors. 3O 20—3) 1: 1090 
Glykokoll > 10 ) 100 4 1 i) 1 25 
\lanin ~ 2M) 20) ry 1-30 
Entgiftung 
Brenzkatechin- von Zinkchlorid 
disulfosaure 60 
Givkokoll 100 
Alanin 2) 
Entgiftung 
von Wismuts 
renzkatechin- a.nmoncitrat 
lisulfosaure 60) + 
Glykokoll 100 
Ain) 


\lanin 
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entgiftet werden. Die Entgiftung dieser beiden letzteren Subst: 
werten wir nur als Sondererscheinung 


Nachdem so weitere Beziehungen des Kupfers zum brenzkate: 
disulfosauren Natrium erkannt waren, blieb zu entscheiden, wis 
das Kupfer gegen andere Komplexbildner verhalten wiirde 


Die in dieser Richtung angestellten Versuche zeigt die Tabell: 
Gleichzeitig gibt sie einige Versuche wieder, die zeigen, daB die dure} 
brenzkatechindisulfosaures Natrium entgifteten Substanzen Zin) 
chlorid und Wismutammoncitrat sich nicht durch andere Komplex 
bildner entgiften lieBen. 

Es ergibt sich daraus die bemerkenswerte Tatsache, daB alle jen 
Substanzen, die eine Entgiftung des Kupfers herbeifiihren, gleict 
zeitig den Garungsstoffwechsel der Tumorzelle lihmen. In dieser 
Beziehung hebt sich das Kupfer véllig aus den iibrigen Schwermetalle: 
heraus. 

Es ist besonders zu erwihnen, daB die Glykolysewirkung 
Glykokoll und Alanin entdeckt wurde auf Grund der Beobachtung 
da diese beiden Aminosiuren Kupfer entgiften. 

Es scheint nicht besonders auffallend, daB bei den glykolys 
hemmenden Substanzen Athylendiamin und Inositphosphorsaure kein: 
Entgiftung des Kupfers beobachtet wurde. Die allgemeine Giftigkeit 
dieser Substanzen ist zu grob, so daB das Tier nicht mit geniigende: 
Dosen der Komplexbildner vorbehandelt werden kann 


Die Kupferhypothese des Carcinomstoffwechsels. 

Diese letzten Befunde lassen eindeutig erkennen, daB die Komple x 
bildner im lebenden Organismus gerade mit dem Kupfer zu reagiere: 
imstande sind. Dadurch erhalt unsere Kupferhypothese eine new 
wesentliche Stiitze. Diese Hypothese besagt also, daB beim Zerfall 
von Glucose in Milchsiure eine Kupfer enthaltende Substanz katalytisc! 
wirksam ist. Es bleibt unbekannt, auf welcher Stufe der Reaktiv 
dieser Katalysator eingreift. Ebenso bleibt unbekannt, an _ welches 
organische Substrat das Kupfer gebunden ist. Dagegen ist tiber dir 
Art, wie.das Kupfer mit dem Komplexbildner reagiert, folgendes 71 
sagen. Da der Vorgang reversibel ist, diirfte eine Abspaltung nicht i: 
Frage kommen. Man kénnte sich dagegen etwa eine VerschlieBung 
vorher freier Affinitaten des Kupferatoms durch den Komplexbildne: 
vorstellen. 

Zusammenfassung. 


1. Es wurde eine Reihe von Substanzen gefunden, die die Glyk 
lyse der Tumorzelle spezifisch hemmen. 
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2. Diese Substanzen lieBen nur eine gemeinsame chemische Eigen 
haft erkennen, naimlich die Tendenz zur Komplexbildung mit Schwer 
daB ihrer glykolysehemmenden 


angenommen 
vorhandenen 


etallen. Es wurde 
Wirkung eine Reaktion mit einem in 


Schwermetallkatalysator der Glykolyse zugrunde liegt 
diesen Schwermetallkatalysator zu analy 


der Tumorzelle 


3. Es wurde versucht 


seren 
wenn 


4 

: intravendés in letaler Dosis eingefiihrt wird 
ler Komplexbildner brenzkatechindisulfosaures Natrium, Glykokoll und 
Komplexbildner, die intravends ein 


Von saimtlichen untersuchten Metallen wird allein Kupfer 


durch vorherige Gabe 


\lanin entgiftet Diejenigen 
iihrtes Kupfer entgiften, fiihren zu einer Hemmung der Glykolyse 
5. Es wird die Hypothese aufgestellt, daf in der Tumorzelle ein 

Kupferkatalysator der Glykolyse vorhanden ist 
auf das 


Eine Wirkung der glykolysehemmenden Substanzen 


6 
nicht vorhanden 


fumorwachstum ist 








Uber die Wirkung 
des Coffeins auf das Wasserbindungsvermégen der Kolloide. 
Von 
Janos Szeloezey. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der kénigl. ungar. ,,Pazmany Pét 
Universitat zu Budapest.) 
(Eingeqangen am 7. Dezember 1928.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 
Uber die diuretische Wirkung des Coffeins bzw. der Purinkéry« 
der Zeit’ recht verschiedene Theorien Nach einer 


entstanden mit 
alteren Auffassung ware die Erklarung der durch die Purinkéry» 


verursachten Diurese, dab sie die Riickresorption des Glomerulus 
filtrats in die Tubuli verhindern. Eine andere Theorie vermutet ebe: 
falls renalen Angriffspunkt, namlich, dab das Coffein unmittelbar auf 
die Membran der Glomeruli im Sinne der Permeabilitatssteigerung 
wirke. Vollhard sucht neben dem renalen Angriffspunkt auch eine: 
extrarenalen. Er beobachtete, daB im Falle einer Odembildung nac! 
Euphyllininjektion die Zahl der roten Blutkérperchen, der Eiweil 
gehalt und die Trockensubstanz des Blutserums sich vermindert 
d.h., es geht bei Zustandekommen der Diurese eine primare Hydrin 
voraus 
Ellinger und Mitarbeiter versuchten auf kolloidebemischer Grun 
lage die Ursache der Odembildung und der Diurese zu suchen. Sit 
supponieren, dai bei der Odembildung und Diurese der Quellungsdruc! 
der Serumkolloide sich verandert bzw. ansteigt. Nach seiner Aut 
fassung vermindern die Purinkérper den Quellungsdruck, wodur 
die vorher erschwerte Glomerulusfiltration erleichtert wird 

Otto Schultz widerspricht dieser Behauptung, indem er beton' 
daB das Coffein auf das Wasserbindungsvermégen der Serumkolloic: 
keine solche Wirkung entfaltet ; diese zeigen wihrend der Coffeindiur 
iiberhaupt keine Zustandsinderung. Oehme behauptet ebenfalls. ( 
das Verhalten der Blutkolloide waihrend der Diurese sich nicht v« 
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ndert. da ihr Zustand . auffallenderweise** konstant ist \ber diese 
Frecheinung kann sich keinesfalls auf die Organkolloide beziehen. da 
iner groBeren py-Schwankung ausgesetzt sind. Stuhber und Nathanson 
en, daB der Angriffspunkt des Coffeins. Theobromins und Theo 
lins in den hydrophylen Eiweibkolloiden liegt. Nach ihrer Auf 
ng dehydrieren diese die hydratisierten Eiweibstoffe 

\us den Resultaten der erwihnten Autoren ergibt sich also, dali 
rzeit diese Frage noch nicht endgiiltig und befriedigend gelist ist 
eshalb suchte ich mit neuen Versuchen eine Erklirung fiir die Coffein 
liurese zu liefern, indem ich bestrebt war, mich davon zu iiberzeugen 











a ) das Coffein einen EinfluB auf die Kolloide ausiibt, insbesondere auf 
hr Wasserbindungsvermégen und auf dessen Richtung 
Zur Klarung dieser Sachlage suchte ich folgende Fragen zu loésen 
|. In welchem Mabe beeinflubt das Coffein den Temperaturgrad 
«i welchem die Gelatine vom Gelzustand in den Solzustand iibergeht ’ 
2. a) Wie quellen die Kolloide (Serumalbumin, Gelatine) unter dem 
KinfluB verschiedener py und verschiedener Coffeinkonzentrationen ; 
wie verhalt sich das schon gequollene Serumalbumin bei der Ein 
wirkung von Coffein; c) wie beeinfluBt die Entziehung des Coffeins 
* las coffeinierte Serumalbumin ? 
. 3. Wie verhalt sich die Viskositat der verschiedenen Kolloid 
. sungen bei der Veranderung des py und der Konzentration des Coffeins ’ 
e8 Methodik. 
i Versuche iiber die Verdnderwng der Temperatur beim Oberqang vom Gel 
eae zustand in den NSolzustand durch Coftfein. 
‘ Um den Schmelzpunkt der sich im Gelzustand befindenden Gelatin 
sung zu bestimmen, konstruierte ich einen einfachen Apparat, mit 
“| lessen Hilfe Differenzen von 0.1 °,, gut zu beobachten : 
waren Das Prinzip des Apparats ist das folgende: C ly 
Kine kolloidale Lésung dringt im Gelzustand nicht 
eine Kapillare, sobald sie aber in Solform ge 
racht wird, folgt sie den Regeln der Kapillaritat G 
Der Apparat besteht (siehe Abb. 1) aus einem Glas 
gefaB (a), das mit einem doppelt durchbohrten Gummi- 
stopfen (g) versehen ist. In die erste Offnung kommt t 
in auf 01° eingeteiltes Thermometer (7), in die 7. 
indere, mit Hilfe einer Ventilréhre (V) die Kapil Abb. 1 


are (C). Bei der Einstellung der Kapillare und des 


lhermometers muB dafiir Sorge getragen werden, dal} Kapillare und 
lhermometer im gleichen Abstande von der Wand und dem Boden des 
efiBes sich befinden, um genau dieselbe Temperatur ablesen zu 
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kénnen, welche die Kapillare besitzt. Die Schmelzpunktsbestin 
geschieht folgendermaben: Man gibt in das GlasgefaB LO cem iy 
zustand befindlicher Gelatinelésung. Man verschlieBt das Gla 
mit dem Stopfen, in den man vorher schon das Thermometer w 
Ventilréhre eingepaBt hat. Die Ventilréhre bezweckt erstens. d 
SchlieBen durch den Gummistopfen keinen Luftiiberdruck veru 
und dient auch spiter als Ventil, zweitens wird die Glaskapillar: 
deren Offnung gefiihrt. Wenn man nimlich die Lésung erwiir: 
kénnte die iiber ihr befindliche Luft durch Erwirmung einen 
Uberdruck hervorrufen, wodurch allein schon die Lésung in die Ka, 
hinaufgetrieben werden kénnte. Mit dem eingefiigten Ventil ist 
dieser Fehler zu umgehen. Wenn wir das Gefi®B derart versch) 
haben, wird die Lésung so lange gekiihlt, bis sie sich gelatiniert. Na 
geschieht erst die Bestimmung der Temperatur des Ubergangs 
Gel- in den Solzustand der Gelatinelésung. Man bringt das (ef 
ins Wasserbad (W) und taucht durch das Ventil die Kapillare 
Losung. Das Gel kann nicht in die Kapillare dringen. Wenn wi 
aber im Wasserbad langsam erwiirmen, geht das Gel bei einer gewiss 
Temperatur in das Sol iiber, die Lésung schmilzt, und sobald dies y 
schehen ist, dringt sie sofort in die Kapillare ein. Diese Temperat 
wird abgelesen und wird bezeichnet als der Schmelzpunkt, bei dem da- 
Gel in das Sol iibergeht. Die verschieden konzentrierten Kolloidlosung: 
besitzen verschiedene Schmelzpunkte, und zwar die verdiinnt 
Loisungen einen niedrigeren als die konzentrierten. 

Bedeutet der Gelzustand, daB das betreffende, eine bestimmy 
Konzentration besitzende Kolloid bei einer gewissen Temperatur das 


ganze verfiigbare Wasser gebunden hat, dann kann man den Ubergang: 
schmelzpunkt fiir jenen kritischen Punkt annehmen, unterhalb des» 
die Gelatine nur gebundenes, oberhalb dessen aber bei zunehmen« 


Temperatur immer mehr und mehr freies Wasser enthalt. Wenn wi 
das Wasserbindungsvermégen der Kolloide im jeweiligen Sinne beei 
flussen, erleidet der kritische Punkt eine Verschiebung; wachst das 
Wasserbindungsvermégen, dann ist die Ubergangstemperatur hohe: 
sinkt es dagegen, so vermindert sich auch diese. 

So untersuchte ich den Schmelzpunkt verschieden konzentriert: 
Gelatinelésungen vor und nach Coffeinzugabe Zur Bestimmun;: 
benutzte ich die 10°, igen Lésungen von ,,Gelatina sterilisata Mer 
pro Injectione’*, die ich nach Belieben mit destilliertem Wasser 
diinnte. Ich stellte vier gleiche Verdiinnungen her und macht« 
ein und derselben Loésung drei Bestimmungen nacheinander, mit 
ohne Coffein. Die Temperaturschwankungen betrugen 01° C 
meisten Werte stimmen aber mit dem Mittelwert tiberein. In 
Tabelle I sind die Mittelwerte eingetragen 
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Tehelle 1 





Gel— Sol Ubergangstemperaturen 


atine 
. np Tcem 0,005 in lcm 0,010 n 10 0.015 
. Coff ir ry . x com i 
hne — Coft. pur. Cot. pur Coff, pur 
ow 22 1) 215 210 YO 
yt 21,2 20.5 20,2 19,7 
S.0 20,4 19,7 19.4 18.9 
7,5 29.0 19.3 19.0) 18.5 
7,0 19,7 19.0 18.7 18,2 
6.0 19.0 18.5 18,0) 
9,0 18.4 


Der Gel —Sol-Ube rgangsschmelzpunkt der coffeinhaltigen Losungen 
also niedriger als der der coffeinlosen, bzw die coffeinierte Gelatine 
hilt sich wie eine normale, verdiinntere, coffeinlose Lésung. Danach 
heint die Gelatinelésung nach Zugabe von Coffein eine scheinbare 
rdiinnung zu erleiden, welche Erscheinung man nur damit erkliren 
nn, daB das Coffein das Wasserbindungsvermégen der Crelatine 
erabsetzt, da die absolute Menge des Wassers sich nicht verandert 
t. Der Unterschied der Kolloidsysteme liegt nur darin, da das 
freie Wasser auf Kosten des gebundenen Wassers sich vermehrt hat 
las verminderte Wasserbindungsvermégen hdngt nicht mit der Kon 
entration der Gelatinelésung zusammen, da bei verschieden konzentrierten 
dsungen diesethe Menge Coffein in gleichem Mae es herabsetzt. Die 
erminderung des Wasserbindungsvermégens ist von der Konzentration 
Coffeins abhdngig, aber es ist nicht mit thr proportional 
Auf Grund dessen, da®B z. B. die 10°, ige, mit 0,015 g Coffein be 
indelte Gelatine sich so verhilt wie eine 8,2°,ige unbehandelte 
Lisung, kann man berechnen, um wieviel Prozent weniger Wasset 
s zu binden vermag; d.h. um welchen Betrag das Wasserbindungs 
vermégen der Gelatinelésung gesunken ist. Die 10°,,ige Gelatinelisung 
kann mit soviel Wasser weniger binden, wie zur Verdiinnung einer 
10° igen Gelatinelésung auf eine 8,2 °,ige nétig ist. 
So ergab sich, dab das Wasserbindungsvermégen von 10 com Gelatine 
sung 0005 gq Coffein mit 9°... O Olg Coffein mit 14°. und 00154 


Coffein mit 22°,, herabgesetzt hat 


11. Quellungsversuche 
Die Quellungsversuche fiihrte ich mit Hilfe der gravimetrischen 
Methode aus (Fischer. Moor. Pauli. Handowsky, Hofmeister, Stuber 
ind Nathansohn). Die Kolloidlamelle wog ich vor der Einlage in cic 
Fliissigkeit und nach einer gewissen Zeit (s. Tabelle) nach schwachem 
Abtupfen mit Filtrierpapier. Ich bezeichnete die GréBe der Quellung 
mit dem Quellungsindex, der anzeigt. um wieviel die Lamel!e zugenommen 
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hat. Die Tabellen geben den Mittelwert zweier Bestinumunge: 
die einzelnen Daten stimmten auf 10°, tiberein. Das py wurde m 
der Michaelisschen Indikatorenmethode vor und nach der Que 








bestimmt Ich benutzte teils Serumalbuminlamellen (Dr. Giin: ' 
& Co., Leipzig), teils Gelatinestreifen, die aus der Merckschen 10 
Losung durch Eindampfen erhalten wurden 
A. Wie beeinfluBt die verschieden konzentrierte Coffeinlk 
die Quellung der Gelatine- und Serumalbuminlamelle: 
verschiedenem PH ? 
In destilliertem Wasser (py 4.4) verhindert das reine Coffein «i 
Quellung des Serumalbumins sehr bedeutend. Die Quellungsverhind: 
ist aber mit der Coffeinkonzentration nicht proportional, sondern » 
steigender Konzentration abnehmend. Die optimal wirkende k: 
zentration ist 0.75ccem einer 1°.igen Lésung in 10 cem destillicerte: ) 
Wasser (s. Tabelle IT) 
T abelle } & 
Quellung des Serumalbumins in destilliertem Wasser bei verschied 
Coffeinkonzentrationen. Temperatur 21°C. 
Destithertes 1 we Cofteins 
Wasser losung Py Quellungsindex nach 3) M 
com com 
10,00 4.4 6. oo 
9,75 0,25 55 47 463 
4 25 0 ria) 44 1.82 1.93 
8,50 1,50 43 2.07 2,01 
7.50 2.50 44 2.09 2.19 of 
m —— : i 
In Tyrodelésung (py 7.5) gequollenes Serumalbumin zeigt nich 
: et ~ f Qu 
grobe Schwankungen wie in destilliertem Wasser (py 4.4). Schon selbst ; 
in cme : , ‘ . . ach 
das mit Coffein unbehandelte quillt nicht in solehem Mabe. Die optima 
. ‘ ; . . . ° , vt 
Coffeinkonzentration liegt auch nicht héher als im Versuch n | 
destilliertem Wasser (1,5ccem 1°, ige Coffeinlésung zu 10 cem Tyrock a 
lésung) (s. Tabelle LILI). ‘ 
oO 
Tabelle 111. 
“ane 
Quellung des Serumalbumins in Tyrodelésung bei verschiedenen Cofteu 
Tr ‘ or 
konzentrationen. Temperatur 20,2°C. 
. . 1° oige Coffein- 
Tyrodeléoung losung Pu Quellungsindex nach #0) Mir B 
cm com 
10,00 7.3 4.52 4.60 
9,75 0.25 7.3 3.56 3.49 all 
9,25 0,75 7.3 3,15 3,10 
8,50 1,50 7,3 2.00 1,98 
7.50 2.50 7.5 2,50 2.41 Di 
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Tabelle 1V. 


ing des Serumalbumins in m 15 NaH, PO, und m 15 Na, H PO,-Losung 
mit und ohne Coffein. Temperatur 20,0°C 





Quellungsindex nach ¥) Min 
10 com Lésung Pu 
ohne Coffein mit 0,015 ¢ Coffein 
NaH, PO,. 3.4 2.50 2,22 1,04 1,10 
Na,HPO,. . R35 3.38 3,28 140 1.43 


Coffein hemmt die Quellung der Gelatine in Tyrodeldsung nur in 
em Mae. Die optimale Coffeinkonzentration ist 0,25 cem |" iger 
ffeinlésung in 10 ccm Gesamtfliissigkeit (s. Tabelle V) 


T abe lle J . 


uellung der Gelatine in Tyrodelésung bei verschiedenen Coffeinkonzentra 
tionen. Temperatur 20,1°C, 





yrodelésung 1 ige Coffein 


losung Pu Quellenindex nach #) Min 
wm com 
10,00 7.4 6.555 6,702 
9.75 025 7.4 5,095 5,210 
9.50 0,50 74 5.675 5,708 
9,25 0,75 7.4 6,035 6,047 
8,50 1.50 7.4 6.40 6,319 
7.59 2 Di a4 6.410 6,346 


Aus diesen Versuchen ergibt sich klar 











la3 das Coffein bei ein und demselben py [ 

nd in derselben Konzentration auf die oh oo" gelatina 
Quellung verschiedener Kolloide eine ver- NV 

shiedene Hemmungswirkung ausiibt. Die 4 

ptimale Coffeinkonzentration wechselt auch \ 

e nach dem py und der Art der Kolloide 4 \" » mit 
Es ergibt sich also, daB die Wirkung des th, a —— 
‘ohleins nicht nur von seiner Konzentration ee 
und von dem py abhdingig ist, sondern auch me 


m der Natur der Kolloide (s. Abb. 2) 


B. Versuche tiber weitere Coffeinwirkung auf die schon ge- 
quollenen Kolloide. 
Ich legte 3 Stunden lang in destilliertem Wasser gequollene Serum 
ibuminlamellen in eine Coffeinlésung (8,5 cem destillierten Wassers 
1.5cem 1°, igen Coffeinum purum) und wog sie alle halbe Stunde 
Die Resultate sind in der folgenden Tabelle VI gegeben 


{)* 
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labelle 1] 


m 4.6. Temperatur 22,0° ¢ e> 





Quellungsindex 


Stunden we 
mit 0,015 ¢ Coffein ohne Coffein 
3 12,80 12,95 12,85 12.9 
31 11.59 12.00 13,26 13 
4 11,00 11,11 13.51 13.5 
4! 10.00 10,73 13,91 13 
a) 10,70 10,50 14.3 14.4 
51/, 10,80 10.67 14,78 14.5 


Das schon gequollene Serumalbumin zeigt auf Einwirkung 
Coffein eine Gewichtsabnahme. Somit besteht also die Wirkun 
Coffeins nicht nur darin, dap es die Quellung hemmt, sondern es z 
das nahe maximal gequollene Serumalbumin zur Wasserabgabe. Dies 
Befund stimmt gut mit den Resultaten iiberein, welche wir bei 


2% . " ° . . . 
Ubergang der Beeinflussung von Gel in das Sol der Gelatine gefunier 





or 
haben 
C. Versuche iiber das Verhalten des Serumalbumins : in 
Coffeinentzug. No 
Den Entzug bewirkte ich mit Hilfe eines Waschapparats, dw 1u 
den ich binnen 30 Minuten ungefaihr 1,5 bis 2.0 Liter destilliertes nol 
Wasser durchstrémen lief. Die erhaltenen Werte gibt Tabelle VII ar 
Tabelle VII. » 
Temperatur 200° ¢ 
(Quellungsindex Vj 
Zeit n l0com Wasser 
“0.008 o Coffein in destilliertem Wasser Li 
di 
0b30 225 6.15 W 
1 00 3.00 8.30 Si 
Auswaschung mit destilliertem Wasser ; 
1 25 7,825 9 42 p 
1 50 11.05 10.01 
2 50 12.25 12,08 ' 
> 20 12.59 12.45 
, ; W 
Es ergibt sich aus diesem Versuche, dai das Serumalbumin, \ , 
Coffeinwirkung befreit, tiber normal quillt. Diese Quellungszunalhn d 
gleicht sich aber nach einer Zeit aus (s. Abb. 3). q 
Man kénnte mit diesem Modellversuche die Ergebnisse von Wallace i 


und Pellini erklaren, wonach die gesamte Urinmenge der mit Coffei: a 








ing d. Coffems auf d. Wasserbindungsvermégen d. Kolloide. 2Q7 
ehondelten Tiere kleiner ist als die der Kontrolltiere. Sie erklarten 
Erscheinung damit, da das Coffein antidiuretische Eigenschaften 
esjizt. Man kénnte diese scheinbar antidiuretische Wirkung in folgender 
\\ ese erklaren Giinshura Okusima A wanichiro Loeb bewiesen dals 


Abb. 3 


offeinierte Tiere und Menschen das Coffein nach 4 bis 5 Stunden voll 
commen mit dem Urin ausgeschieden haben. Nach dieser Zeit kénnen 
lie Kolloide des Organismus eine Weile iiber den normalen Wert Wasser 
inden, es wird also weniger Wasser ausgeschieden als normalerweise 
Normale Wassermengen werden nun erst dann entleert, wenn das 
lurch Coffeinwirkung erhéhte Wasserbindungsvermégen auf den 
normalen Wert zuriickkehrt 


li. Versuche tiber das Verhalten der Viskositat verschiedener Kolloidléosungen 
Serumalbumin, tie latine, Pe pton ) unter dem EinfluB verschiedener pu und 


verschiedener Cofleinkonzentrationen. 


Die Viskositatsmessungen habe ich mit Hilfe des Dettermann schen 
Viskosimeters vollbracht In jedem Versuch bereitete ich 4 4 
Losungen, die ich je viermal durch die Kapillare laufen lie}. Von 
diesen (16) Bestimmungen nahm ich den Mittelwert. Die einzelnen 
Werte stimmten auf 0,006 iiberein. Auf die Temperatur wurde grobe 
Sorgfalt verwendet. Bei den Lésungen mit verschiedenen pg benutzte 
ch die von Hést empfohlene m/15 NaH,PO, und m/15 Na, HPO, 
Pufferlésung. Das py dieser Losungen kontrollierte ich mit der .V ichaelts- 


schen Indikatormethode 


Aus den Resultaten der Viskositatsmessungen ergibt sich, dal 
wihrend ein und dieselbe Coffeinlésung die Viskositat der Pepton 
lésung nur unterhalb py 6.8, die der Gelatinelésung unterhalb pg 7.8 
die der Serumalbuminlésung aber sogar unter pg 8.3 vermindert, 
das Coffein keinen EinfluB auf die Viskositat der Peptonlésung um 
Pu 6,8, der Gelatinelésung um pg 7.8 ausiibt, tiber diesen Werten wird 
aber ihre Viskositat erhéht (s. Abb. 4, 5, 6 und Tabelle VIII) 
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Tabelle VIII. 


Viskositatsmessungen. Temperatur 20,1° C. 





Gelatinelosungen* Peptoniosungen Serumalbuminlosu 
ohne Coffein mit Coffein ohne Coffein mit Coffein” ohne Coffein) mit 


1,043 1,059 1.045 
3,6 1,083 1,116 1,1686 1,185 1,081 
57 a 1.038 
6,2 1,1300 1,142 
6.6 1.040 1.083 1.0900 1.100 
7,0 1.1000 1,075 
7.4 1.036 1.040 1.1160 1.100 0.956 
SO 1.1800 1.135 _ 
8.3 - 1,042 
8.4 1,046 1.052 


* Siehe Abb. 4 ** Siehe Abo. 5 





Abb. 6 


Es ist daraus zu schlieBen, daB die Wirkung des Coffeins auf da 
Wasserbindungsvermégen der Kolloide nicht nur vom pg, sondern 
grobem Mabe von der Natur der Kolloide abhangig ist. Jene mei: 
Beobachtung, wonach das Coffein das Wasserbindungsvermégen «i 
Kolloide eher in saurem, oder wenigstens schwach alkalischem Mili: 
herabsetzte, stimmt mit den Versuchsergebnissen von Giinsburg, Okusin 
und anderen tiberein. Sie fanden nimlich, daB8 sie wahrend Puri: 
kérperdarreichung eine viel gréBere Diurese erhielten, wenn sie zuglei: 
Sauren gaben, als wahrend gleichzeitiger Na HC O,-Dosierung. 


Demnach wirkt dieselbe Coffeinkonzentration bei gleichem Pu 
verschiedenem Mae. Die optimale Konzentration setzt die Viskosit 
des Serumalbumins um 3,44°,, die der Gelatine um 3,33°,, und die det 
Peptonlésung um 1,46°,, herab (s. Tabelle [X). 





me cd. Coffeins aut d. Wasserbindungsvermégen d. Kolloide PQQ 


Tabelle IX. 


uli verschieden konzentrierter Coffemlésungen bei gleicher py aut dic 


iskositat verschiedener Kolloidlésungen. Temperatur 201°C 





sungen Pu = ohne Coff. 0,01 g Coft 0,02 g Coft 0,025 g Coff 

‘ ilb 5.6 1.075 1.095 1.6 1.112 3.44 1,102 2.600 
tine ».6 1.080 1.100 1.85 L116 3.33 L110 2.877 
5.6 1,168 1.175 0.59 1.185 1.46 1.185 1.460 


Zusammenfassung. 


|. Die Wirkung des Coffeins setzt den Léslichkeitspunkt der 
Gelatine bei dem Ubergang vom Gelzustand in den Solzustand herab 

2. Coffein bewirkt eine Veranderung im Kolloidsystem (Kolloid 

treies Wasser — gebundenes Wasser), und zwar derart, dal} disponibles 

Wasser auf Kosten des gebundenen vermehrt wird; d. h. das Coffein 
ermindert das Wasserbindungsvermégen der Kolloide 

3. Die Verminderung des Wasserbindungsvermégens ist mit der 
Coffeinkonzentration nicht proportional; es hangt im groben Mabe 
m dem py der Lésung ab, aber es ist unabhangig von der Konzentration 
der Kolloidlésung 

4. Die Kolicidlésungen mit demselben py, aber von verschiedener 
Natur, werden von derselben Coffeinkonzentration im verschiedenen 
Mabe beeinfluBt, es ist namlich die Menge des Coffeins immer 
wechselnd, die ihr Wasserbindungsvermégen in negativem Sinne 
optimal beeinfluBt 

5. Das Coffein zwingt das nahe maximal gequollene Serumalbumin 
zur Wasserabgabe 

6. Nach dem Entziehen des Coffeins quillt das Serumalbumin 
eine Zeitlang starker als normal, dieser Abstieg der Quellung gleicht 
sich aber langsam aus. 

7. Durch den von mir konstruierten Apparat ist die exakte Beob- 
achtung des Ubergangs eines Kolloids aus dem Gelzustand in den 


Solzustand mdglich. 
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Uber den Stickstoffumsatz bei Bac. mycoides. 


1. Mitteilung 


(ber den Einflub des Naihrbodens aul Wachstum und Stickstoffumsatz bei 
Bac. mycoides, 


Von 
Helene Glinka-Tsehernorutzky. 


{us dem biologisch-chemischen Laboratorium des medizinischen Instituts 


in Leningrad. 


(k mgegqangen am 7. Dezember 1928.) 


Die Fahigkeit. organische Stickstoffverbindungen unter Ab 
spaltung des Stickstoffs und Entstehung von Ammoniak im End- 
rgebnis zu zerlegen. kommt offenbar allen Vertretern des Tier- und 
Pflanzenreichs zu. Besonders deutlich tritt diese Eigenschaft an den 
Bakterien zutage und stellt dieselben damit in die vordersten Reihen 
ler Vermittler des Stickstoffumsatzes in der Natur. Allerdings ist 
ler Chemismus des Vorganges noch nicht geklart und es mangelt uns 
och an Wissen iiber die den Proze} begleitenden Umwandlungen 
sowie an Erkenntnis seiner physiologischen Bedeutung 

Je nach der Zusammensetzung des Nahrbodens, dieser oder jener 
Zusitze, je nach Beeinflussung durch auBere Bedingungen und det 
gleichen, wechselt auch die Richtung. in der die Eiweibkérper zerlegt 
werden [ Sasaki und Otsuka (20)|. Von grober Bedeutung ist die Gegen- 
wart von Kohlehydraten im Nahrboden, indem diese und besonders 
lie Glykose, eiweiBsparend wirken. Diese Erscheinung ist von fast 
len Autoren bei Untersuchung des Eiweibumsatzes an Bakterien fest- 


gestellt worden [{ Auerbach (1), Berghaus (3), Berman und Rettger (4) (17) 
(}. de Bord (6), Hucker und Rettger (9), Jones (10), Arnbeck (2), A. Rendall 
ind Farmer (11). E. Marchal (14). H. Sears (21), P. Nawiasky (15 
S.A. Wakeman (24) bis (26), H. Zeiss (27) u.a.j. Wenn Waksman u. a 
auf einige Ausnahmen von der Regel hinweisen. so beruht das nach 
Kendall und Farmer darauf, daB das als Nahrsubstrat zumeist ge- 
brauchliche Pepton-Witte bei Sattigung mit Ammoniumsulfat bis zu 
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66 bis 100°. in der aussalzbaren Fraktion eine Kohlehydratkom po: 
enthalt. Die eiweiBsparende Wirkung der Glykose wurde friiher d; 
zuruckgefiihrt, daB Zerlegung der Glykose mit Saiurebildung einher 
und dai dann diese, im Nahrboden sich anhiaiufend, die Wirkung 
proteolytischen Fermente hemmen Jedoch Sears (21) u.a. h 
gezeigt, da Zusatz geringer Mengen CaCO, zum _ glykosehalt 
Nahrboden, zwecks Neutralisation der entstehenden Sauren, auf 
Ergebnis nicht wesentlich einzuwirken vermag. Auch wir haben 

an Mycoideskulturen bestatigen kénnen (vgl. Tab. I und IL). Besonder. 
gut tritt das hervor, wenn das gebildete Ammoniak mit dem Bakte1 
leiberstickstoff in Vergleich gestellt wird. So haben wir in Pept 
nihrboden ohne Glykose pro | mg Bakterienleiberstickstoff 6.0 my 
Ammoniak nach 8 Tagen und 7.5 mg nach 15 Tagen gefunden, dagey 
in glykosehaltigem Nahrboden 0.85 mg nach 8, und 1|.ljomg 1 
15 Tagen, wahrend Glykose mit Kreidezusatz 0.79 mg nach 8 

1.1 mg nach 15 Tagen gaben. Anders will Waksman (24) die Einwirkung 
der Glykose auf den EiweiBbumsatz der Bakterien erkliren. Er set 


Tabelle J. 


Stickstoffgehalt in mg. 





In 100 com Nahrboden 
Gesamtstickstoff 140 mg. Ammoniakstickstoff 2.8 mg 
Aminosaurestickstoff = 11,2 mg 


Mineralische Lésung 


Peptons Witte 1° peg y ' 
Glykose 1 CaCO, 05 


Peptons Witte 1 


8 Tage 15 Tage 8 Tage 15 Tage 8 Tage 15 Tag 


Bakterienleiber 2. 2,52 8.26 8.54 98 147 
Ammoniak 2.6 19.9 7.0 9S 7.7 
Aminosauren 5. 18,2 18.2 19.6 18.9 28 


‘.f 


Tobhelle j i. 


Stickstoffgehalt in mg. 





In 1) com Nahrboden 
Gesamtstickstoff 137,2 mg. Am.noniakstickstoff 2.1 me 
Aminosaurestickstoff 63 mg 


Mineralische Lésung 


Gelatine 1 Gclatine 1 
Glykose 1 ° CaCO, 0,5' 


Gelatine 1 
STage 15Tage 21Tage |STage 15Tage 21 Tage STage 15Tage | 21Ts 
Bakterienleiber 0,98 1,96 2,2 2, 3,36 3.92 294 546 


Ammoniak . . 63 | 21,0 | 23, ‘ 5.6 5,6 5.6 12.6 
Aminosauren . 12 273 ; ! 15.4 14.0 ©1400 21,0 
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us, dab die Zerlegung der Eiweibkorper auf verschiedenem Wege 

stande kommt, je nachdem, ob das EiweiB die einzige Quelle sowohl 

ht fir den Stickstoff als auch fiir den Kohlenstoff ist oder nicht. Im 

rsten Falle muB das zerlegte EiweifB nicht nur den Bedarf der Mikroben 

er) y» Baumaterial decken, sondern auch Energie liefern. Daher macht 

lie Zerlegung des Eiweibes nicht Halt im Stadium der Aminosiure 

jildung, sondern geht weiter. und zwar unter Desaminierung. Unter 

liesen Bedingungen kann die Kultur nur mit solchen Aminosauren 

rheblich angereichert werden, welche der betreffende Mikroorganismus 

icht zu zerlegen vermag. Ist dagegen im Nahrboden ein leicht assimilier 

bares Kohlehydrat enthalten, so kénnte es von den Mikroben als Energie 

n juelle vorgezogen werden, und dann bleibt die Eiweibzerlegung in den 

Grenzen des Bedarfs an Baumaterial fiir die Mikroben, und Ammoniak 

wird nur in unerheblicher Menge angereichert. Im gewissen Widerspruch 

Waksmans Auffassung stehen Arnhbecks (2) Beobachtungen an 

Proteus vulg. Dieser Autor hat gezeigt, dal} Glykose sogar in so geringen 

rat Mengen wie 0,08°, auf die Fahigkeit, Gelatine zu verfliissigen und 

Indol zu bilden, schadigend wirkt. wahrend der durch Proteus eben- 
falls leicht assimilierbaren Maltose diese Wirkung abgeht 

Nachstehend bringen wir die Untersuchungsergebnisse tiber den 

Kiweibumsatz an einer uns in freundlicher Weise von Herrn Prof 


Vadson iiberlassencn Mycoideskultur 
' 


Untersuchungsverfahren. 


Der Gesamtstickstoff und der Stickstoff der Bakterienleiber wurde 
nach Kjeldahl, der Aminostickstoff nach Sérensen (22) bestimmt. Der 
Ammoniakbestimmung war das Prinzip von Parnas und Heller (16 
zugrunde gelegt. AuBerdem wurde die Biuretreaktion bestimmt und 
das unzersetzte EiweiB vermittelst Ammoniumsulfats ausgesalzen 
Als Nahrboden diente eine Mineralsalzlésung in folgender Zusanimmen 


setzung 


MgSO,.7H,O . 0.5 com 
K,HPO, .. . sf 10 
NaCl ‘ « We 
FeSO, ; ’ : 0.02 
Cees ss a 
Aqua dest. Low 
Dieser Lésung wurde Pepton oder Gelatine mit | zugesetzt und 
einzelne Kulturen wurden auBerdem noch mit 1°,, Glykose versorgt 


Die Kulturen wuchsen bei 20°C. Die Ergebnisse sind in den folgenden 
Tabellen wiedergegeben. wobei die Zahlen den Gehalt an den betreffenden 
Substanzen pro 100 cem Nahrlosung bedeuten 
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Bac. mycoides (Erd- oder Wurzelbazillus) ist eine der haufig.1 
zu Eiweibzerlegung unter energischer Ammoniakentwicklung 
fahigten Bodenbakterien. Nach Marchal (14) wurde durch eine 
ihm aus dem Erdboden isolierte Mycoideskultur bei 30°C in ¢ 
etwa 10°. Eieralbumin enthaltenden Nahrlésung (1.365 g organise |e; 
Stickstoff pro Liter) im Laufe von 20 Tagen, bis zu 46°, des Gesa 
stickstoffs in Ammoniak umgewandelt. In stark verdiinnten Eiw: 
losungen (1 bis 6mg_ Eiweibstickstoff pro 25cem Lésung) konn 
Marchal beobachten, daf der ganze organische Stickstoff in Ammo 
umgewandelt wurde. Diese hohen Werte sind allerdings nicht bestiiti, 
worden. So fanden fiir die Ammoniakbildung Léhnis (13) nur 10 | 
12°... und Holzmiiller (8) sogar nur 3,6°,, (aus dem Blinddarm ein 
gesunden Meerschweinchens isolierte Mvycoideskultur) Auch 
haben kein einziges Mal Ammoniak in so hohem Verhaltnis wie Ware! 
festgestellt. Vielleicht liegt das zum Teil daran, daB8 wir aus techniscly 
Riicksichten uns mit Temperaturen von 20 bis 21° C begniigen mubit: 
wihrend nach Marchal 30° das Optimum ist. Die héchsten Zahler 
fir Ammoniak erhielten wir bei Verwendung einer 1°, igen Caseu 


peptonlésung ohne Glykose mit 25°,, des Gesamtstickstoffs der Nalu 


losung (Tabelle III, vgl. auch Tabellen | und II). Nur in einem Falk 
bei einer besonderen Versuchsanordnung, erreichte der Ammonia! 

gehalt nach 9 Wochen 32,1°,, des Gesamtstickstoffs (Tabelle IV. vy 

auch Tabelle V\. Mit diesem Versuch hatten wir den Zweck verfolgt 
einen solchen Bestand des Nahrbodens an Zerfallsprodukten des Eiweilies 
zu finden, welcher das Wachstum des Bac. mycoides verhindern kénnt: 
Dazu wurde in 1°,, Wittepepton enthaltende mineralische Nahrlosung 
Bac. mycoides verimpft. Nach einem bestimmten Zeitraum wurde «di 
Kultur abfiltriert, das Filtrat auf neutrale Reaktion gebracht. nochma|: 
sterilisiert und neuerdings mit Bac. mycoides geimpft. In dieser Weis 
wurden der Reihe nach sieben Kulturen geziichtet, im Laufe vor 
9 Wochen. Immerhin war der Gehalt der Nahrlésung an unverbrauchten 
Stickstoff auch nach dem erwahnten Termin (Tabellen IV und \ 
immer noch erheblich (etwa 50°.) und das Wachstum der Bakteric 


Tabelle 111. 
Stickstoffgehalt in mg. 





In 100 com Nabrboden: 
Mineralische Lésung, Caseinpepton 
Gesamtstickstoff = 1344 mg 


Kontrolle Nach 15 Tagen 


Bakterienleiber . . wis 6,16 
EE. 5 np oe ao 40.6 
Aminosauren ‘ : : 19.6 
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Tabelle IN 








Ii 
g \l ideskulturen. nacheinander in ein und derselben Nahrlosuny vezuchtet 
1e aa 
Auf 100 com Nahrboden 
€ inher Mineraiische Lésung 
Peptons Witte 1 Gesamtsticksto!t 134.4 mg 
LIS Ammoniakstickstoff 3.5 ing, Aminosaurestickstoff 11 
A.ulture 
| an Stickstoffgehalt in mg 
Iw 
Bakterienleiber Ammoniak Aminosauret 
OI 
as wr I «(7 Tage +36 12.6 1o4 
itatig Il (7 Tage) 3,22 23.1 15.4 
lo IT (7 Tage 2.04 25.9 63 
IV (7 Tage 2.52 45 14. 
ene \ (7 Tage) 2.52 35.7 16.1 
= VI «(7 Tage 2.8 404 124 
VEU (15 Tage $535 45.9 10.5 
arc) 
mic’ tie , 
: LTabelle | 
Ite 
; Mycoideskulturen, nacheinander in ein und derselben Nahrlosung geztichtet 
aI 
ist Auf 100 com Nahrboden 
Ja) Mineralische Lésung, Pepton- Witte 1 . Glykose 1 
al Gesamtstickstof 134.4 mg. Ammoniakstickstoff 3.5 mg 
‘alls Kultucen Aminosaurestickstoff 11,9 mg 
nial Stickstoffgehalt in mg 
Vg Bak terienleiber Ammoniak Aminosaurer 
olg 
my he leur I (7 Tage Hoos 6 1o4 
‘ Il «7 Tage LD S.4 214 
_ | It (7 Tage) 35 98 Ty 
sung . IV (7 Tage) 4.06 11.9 175 
d V «7 Tage 44 15.4 16s 
VI (7 Tage 2.94 22.4 15.4 
- Il 15 Tage) 5.6 LD Oy 
eis 
vi normal'. Die vermittelst Ammonsulfat aussalzbare Fraktion des Peptons 
ter schwand nach 2 bis 4 Wochen, jedoch blieb die Biuretreaktion bis zum 
\ SchluB positiy 
rie Manche Autoren [Sears (21), Hucker und Rettger (9) u.a.| weisen 
darauf hin, da®B natives Eiweib,. in manchen Fallen auch Albumine 
1 In den letzten Jahren wurde oft von verschiedenen Autoren [ Berd 
ikow u. a. (5)] angegeben, dab Bakterienfiltrate nach lAngerer Ziichtung 


ines Mikroben (3 bis 4 Monate) autovaccin werden. Dasselbe gilt auch 
venn man eine Bakterienkultur zwei- oder dreimal der Reihe nach aut 
lemselben Nahrboden ziichtet. Aus unseren Versuchen geht aber hervor, 
lab im Falle von Bac. mycoides selbst die siebente Verimpfung der Kultur 
wif denselben Nahrboden normales Wachstum zeigte. Die Erklarung 
lafiir liegt méglicherweise darin, da®B die Filtrate stets im Autoklaven 
sterilisiert wurden, also unter Bedingungen, bei denen die Lmmunkorper 


rerstért werden kénnen 
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und Peptone, fiir die Mehrzahl der Mikroben keine ergiebigen Stick: 
quellen seien und sofern einfachere Stickstoffverbindungen zur 
fiigung stehen, wiirden diese von den Bakterien in Anspruch genom 
bevor an Zerstérung der Albumine und Peptone gegangen wird 
allgemeinen gilt das Gesagte auch fiir Bac. mycoides. Besonders deut 
trat das hervor an der Caseinpeptonkultur, deren Gehalt an titrierb: 
Aminogruppen recht hoch ist Nach 15 Tagen war die Ammoniakny 
stark angestiegen, wahrend der Gehalt an Aminosauren zuriickgegan ye: 
war (Tabelle III). Bei fortlaufender Verimpfung der Kulturen auf ei: 
und dieselbe Nahrlésung schwankt bestandig der Gehalt an An 
siuren, bald zu-. bald abnehmend, je nachdem der Bedarf nach ihner 


wechselt 


Uber die Wachstumsverhaltnisse in solchen Nahrlésungen, welcl 
Stickstoff nur in Form von Aminosauren enthalten, gehen die Meinunge: 
auseinander [Gordon (7). Koser (12), Rettger (17). Robinson (18) (19 
Es scheint, daB nicht alle Aminosi&uren und nicht fiir alle Bakterie: 
gleichwertige Nahrungsquellen sind. Wir haben Versuche gemacht 
Bac. mycoides in Nahrlésungen zu ziichten, welche entweder nur Mono 
aminosauren oder nur Diaminoséuren enthielten. Dazu wurde Ochsen 
fleisch im Laufe von 2 Tagen in Gegenwart von Salzsiure der Ver 
dauung durch frische Schweinemagen ausgesetzt. Das Sediment wurck 
abgekocht, darauf filtriert und das auf schwach alkalische Reaktion 
(Pu 8.0) gebrachte Filtrat der Einwirkung eines Gemisches von 
Pankreas mit Diinndarmschleimhaut unterworfen. Nach Ablauf von 
6 Tagen folgte Filtration und darauf wurde die Fliissigkeit eingedickt 
Die Aussalzungsprobe vermittelst Ammonsulfat gab negativen. dir 
Biuretreaktion positiven Befund. Nach Entfernung des Ammoniaks 
wurden die basischen Diaminosiuren durch Phosphorwolframsaur: 
in Gegenwart von Schwefelsaure gefallt, das Sediment durch Baryt 
wasser zerlegt und der Barytiiberschu8 mit Kohlensiure  eliminiert 


Tabelle V1. 





Bestand des Nahrbodens ay ar Bakterienleiber 


(100 ccm) in Tagen stickstoff in mg 


Pepton- Witte 1°, Gesamtstickstoff 142,0 mg 10 
Pepton - Witte 1%, Glykose 1°, Gesamtstick- 

stoff 140,0mg . . 10 
Ochsenfleisch verdaut durch Magen t u. P ankreas, 

Gesamtstickstoff 148,0 mg ‘ 
Monoaminosauren, Gesamtstickstoff 144,5 ‘mg . 
Diaminosauren, Gesamtstickstoff 117,6 mg 
Monoaminosauren -- Diaminosauren, Gesamt- 

stickstoff 130.0 mg 
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Bac. mycoides gab durchaus befriedigendes Wachstum in der aus 
hsenfleisch nach Pankreasverdauung hergestellten Nahrlésung, sowie 
iIchen Lésungen, welche nur die basischen Aminosiuren enthielten 
Blo} Monoaminosauren enthaltende Nahrlésung gab schwaches und 


erzogertes Wachstum (Tabelle V1) 


Zusammentassung. 


Mycoideskulturen auf 1° , Pepton fiihren rasch zu Eiweibzersetzung 
nd bilden Ammoniak in erheblicher Menge. Zusatz von 1°, Glykose 
w Nahrlésung wirkt eiweibsparend 

Die Entstehung von Aminosauren und Ammoniak in den Mycoides- 
kulturen verhindert nicht, daB die durch Ammoniumsulfat aussalzbare 
Peptonfraktion lange Zeit intakt bleibt. Die Biuretreaktion schwindet 
jicht, selbst nach vielfachen Verimpfungen der Kultur auf ein und 
lenselben Nahrboden BloB Monoaminosauren enthaltende Nahr- 
jsungen fiihren zu verzégerter Entwicklung des Bac. mycoides bei 
schwachem Wachstum der Kultur 
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ber den Stickstoffumsatz bei Bae. mycoides. 


ll. Mitteilung 


Proteolytische Fermente. 


Von 
Helene Glinka-Tscherneratzky. 


(Aus dem biologisch-chemischen Laboratorium des medizinischen Instit 


ith Le ningrad.) 


(Eingegangen am 7. Dezember 1928.) 


Die Aufspaltung der Eiweibstoffe durch Mikroorganismen verlaut: 
in mancher Hinsicht ahnlich wie im Kérper der héheren Lebewese: 
Sowohl hier wie dort kommen proteolytische Fermente zur Wirkuny 
und fiihren rasch zum Auftreten freier (titrierbarer) Aminogruppe1 
Selbst diejenigen Bakterien, welche EiweiB unmittelbar nicht zerlege: 
enthalten dennoch in der Regel intrazellulire Proteasen. Ubrigens 
ist es schwer, intra- und extrazellulare Bakterienproteasen auseinande: 
zu halten: die einen Bakterien geben das Ferment leicht an die Un 
gebung, die anderen dagegen besorgen die Aufspaltung des Eiweibes 
im Innern der Zelle selbst. Die Abgabe des Ferments an die Umgebung 
kann kaum als besondere Sekretionsart der Zellen aufgefaBt werden 
Wahrscheinlich wird das Austreten der Enzyme durch die Zellwan 
durch eigenartige physikochemische Verhaltnisse oder dadurch bedingt 
sein, daB abgestorbene und geschidigte Zellelemente daran_ beteilig' 
sind. Die Natur der Bakterienproteasen und deren Zugehérigkeit z 
diesem oder jenem Typ proteolytischer Fermente bilden noch offen: 
Fragen. 

Aus den Arbeiten Willstdtters und Waldschmidt-Leitz’ (12) bis (19 
und deren Mitarbeiter geht hervor, daB es vier verschiedene Type: 
proteolytischer Fermente gibt. Zu der einen Gruppe, den Peptidase: 
gehért das Erepsin, dessen spezifisches Substrat die einfachen Peptic 
sind. Die zweite Gruppe umfaBt die Enzyme vom Typus des inakt 
vierten Trypsins. In die dritte Gruppe gehért das aktivierte Trypsi 
bzw. das Trypsin-Enterokinasesystem, und die vierte Gruppe ist dure! 
das Pepsin vertreten 
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Uber die Bakterienproteasen gibt uns die Literatur ein sehr buntes 
Bid. Dernby (4 bis 7) will die Bakterienproteasen in der Uberzahl 
len Trypsintyp anreihen, mit breit gestellten py-Grenzen (4,0 bis 7,0) 
md etwa am Neutralpunkt liegendem Optimum. Andere Autoren 

3. Berman und Rettger (2). sowie Neill und Flemming (9), fanden ein 
proteolytisches Enzym vom Erepsintyp, wahrend Waksman (11) 
ivery und Cullen (1) u. a. an Bakterien sowohl Tryptasen wie auch 
Proteasen vom Erepsintyp nachgewiesen haben wollen. 

Um die Natur der Bakterienproteasen naher kennenzulernen 
haben wir Bac. mycoides mit seiner hohen Befahigung zu proteolytischer 
Wirkung unseren Untersuchungen zugrunde gelegt. Als Nahrboden 
verwendeten wir 1° ige Lésung Pepton-Witte sowie aus Ochsenfleisch 
nach Krontowsky und Bronstein (zitiert nach Omeljansky, Handb. f. prakt 
Mikrobiol. [russisch]) hergestellte Peptonlésung. Einzelne Kulturen 
wurden mit Glykose von 1 bis 2°, versetzt Die proteolytischen 
Fermente wurden sowohl in den Kulturfiltraten, wie auch in den 
Bakterienleibern selbst bestimmt. Die Eiweibzerlegung verfolgten wir 
um Ansteigen der Aminogruppen auf Grund der Bestimmung ver 
mittelst Titration in wasserig-alkoholischer Lésung nach dem von 
Foreman (8) vorgeschlagenen und von Willstdtter und Waldschmidt 
Leitz (18) ausgearbeiteten Verfahren 

Kulturfiltrat. 8- und l5tagige Mycoideskulturen in 1°, Witte 
Pepton wurden zentrifugiert oder dicht filtriert mit Abstellung des 
Filtrats, nach Zusatz von Toluol und Chloroform, im Thermostaten 
bei 37° C fiir 1 Woche. Aus den Bestimmungen des Ammoniaks und 
der titrierbaren Aminogruppen (Tabelle 1) geht hervor, dab die Amino- 
siuren in dieser Zeit angestiegen sind, wahrend das Ammoniak keine 
quantitativen Veranderungen zeigt. Die Kulturen auf Glykoseboden 


Tabelle J. 
Stickstoffgehalt in Milligrammen. 





In 100 com Nahrboden 
Mineralische Lésung 


+1° 9 Peptons Witte, | : Pepton: Witte 


+ 1°%9 Peptons W ifte a - o Glykose, 
. +1 » Glykose ‘ 0,5! CaCO, 
, Nach : : Nach Nach 
Kontrolle 7 Tagen Kontrolle 7 Tagen Kontrolle 7 Tagen 
(mmoniak 
Kulturfiltr. von 8 Tagen 126, 12.6 7.0 7.0 7.7 7.7 
a . 15 s 26.6 26.4 9.8 9.8 16.1 16,1 
(minosauren 
Kulturfiltr. von 8  , 15.4 21,7 18,2 25.3 18.9 26.6 
aA _. = 18.2 25.9 19.6 20.3 28,7 35,1 
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und diejenigen auf glykosefreiem Boden verhalten sich gleich 
unbedeutende Ansteigen der Aminogruppen im Filtrat einer l5tig: 
Glykosekultur ist wohl auf héhere Siuerung des Nahrbodens ( py is 
zuriickzufiihren. Die Ergebnisse dieses Versuches kénnen als indire)t: 
Bestatigung der Waksmanschen Theorie dienen, daB die Ammon) 
bildung in Bakterienkulturen durch den Bedarf an Energiematéy ja! 
bestimmt wird, indem beim Fehlen lebender Bakterien die fermentat iy, 
Eiweibzersetzung bloB bis zum Stadium der Aminosiurenbilduny 
vorriickt. Die Proteasefiltrate wurden auch nach Gross-Fuld untersucht 
Das Filtrat einer l5tagigen glykosefreien Kultur entsprach an ver 
dauender Wirkung 1,04 ccm 1°/,, Caseinlésung, pro | cem Filtrat. im 
Laufe | Stunde. Glykosezusatz mit 1°,, zum Nahrboden schwicht 
die verdauende Wirkung bis zu 0,25 ccm 1°/,,iger Caseinlésung 

Bakterienleiber. Der Extraktion intrazellulirer Fermente dienten 
zwei Verfahren: 1. das Acetonverfahren nach Buchner und Meisen 
heimer (3), 2. das Adsorptionsverfahren vermittelst wiisseriger Mastix 
emulsion nach Schierge (10). 

Acetonverfahren. Die Mycoideskulturen wurden im gedichteten 
Filter abgesogen, der Riickstand abgewaschen und im Laufe einige: 
Minuten mit der 20fachen Volumenmenge Aceton und darauf mit 
Ather behandelt. Das erhaltene Praparat wurde dann im Vakuum 
bei Zimmertemperatur getrocknet. Vor der Verwendung wurde das 
Praparat mit der gleichen Gewichtsmenge Quarzsand verrieben und 
in Chloroformwasser im Laufe von 2 Tagen bei 37°C extrahiert. Dir 
Erfahrung zeigte, daB ohne vorausgegangenes Verreiben mit Quarz 
sand nur eine ganz unerhebliche Menge des proteolytischen Enzyms 
in den Extrakt tibergeht. In allen Versuchen verwendeten wir nicht 
das frisch bereitete Acetonpriparat, sondern ein im Trockenzustand 
etwa 2 Monate aufbewahrtes Praparat. In Kontrollversuchen habe: 
wir festgestellt, daB, im Vergleich zum frisch bereiteten Acetonpraparat 
dieses Praparat an Wirkungskraft 8 bis 10°, eingebiiBt hatte. 

Als Substrate wurden versucht: EiereiweiS und Eieralbumin 
Serumalbumin, Fibrin, Casein, Pepton-Witte und Edestinpepton 
Die Extraktmenge entsprach fiir alle Versuche 40 mg des getrocknete: 
Acetonpraparats. Die Ergebnisse sind auf Tabelle I] dargestellt. Hie: 
ist zu sehen, dab frisches EiereiweiB durch die proteolytischen Ferment: 
des Bac. mycoides gar nicht aufgespalten wird. Sowohl Eier- wie Serum 
albumin wird nur schwach gespalten, und dasselbe bezieht sich aut 
Casein und Fibrin. Gutes Ansteigen der Aminogruppen geben Gelatin 
und die Peptone. Erhéhung der Wasserstoffionenkonzentration bis 
zu pa == 3 fiihrt zu erheblicher Hemmung der fermentativen Eiweil 
zersetzung. Zusatz von 1°, Glykose zum Substrat beeinfluBt nicht 
die Fermentwirkung. Das Acetonpraparat einer Mycoideskultur 
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Tabelle 11 








—_ 
\cetonpraparat 
° Acetonpraparat einer Mycoideskultur in | Fleischpepton pds —— 
‘ *Glyke se 
Substrat pa ame Anstieg der Amin« gruppen 
Stunden gemessen an 0.2n KOH im cot 
: n- Witte 1% 7.8 48 O55 0.55 
ton- Witte 1°% 8.4 48 04 
on- Witte 1% 5.0 4s 0.25 
tinpepton 1° 78 4s 0.5 
ni® 7,8 48 0.1 
rin sicc. O.2 g 7,8 48 0,2 
rin siec. O2¢ 0 48 1 
elatine 1° 7.8 48 (0.4 13S 
te serumalbumin 1‘ 7.8 48 O15 
ralbumin 1°, 7.8 45 0.15 
ralbumin 1° 3.0 45 0 
IX ereiweib, viertach verdannt 78 45 ) 
pton- Wotte 3 . : , 7.8 48 0.55 
epton- Witte ge Glykose 1° 7.8 48 ODD 
rer 


é Mycoideskultu 


Tabelle 


lil 


welche unter Zusatz von 1°, Glykose zur 
war in seiner proteolytischen Wirkung nicht verschieden von einem 
ermittelst glykosefreier Ldsung hergestellten Praparat 


Nahrlésung geziichtet war 


Mastixfallung. 





Alter der Kultur 
und Bestand des Nahrbodens 


Viertagige Kultur in Fleisch- 
pepton L000 cem 
Desgleichen 


Kultur in 
100 cem 


Sechstagige 
pepton 


Desgleichen 


Sechstagige Kultur in Fleisch- 


pepton 100 cem. Glykose 2° 
Drenwochige Kultur in 


pepton 100 com 


Desgleichen 


Dreiwéchige Kultur in Fleisch- 


pepton 100 cem, Glykose 2° 


Desgleichen 


| leisch- 


k leisch- 


Kultur in toto 


oder Filtrat 


Kultur 
Filtrat 
Kultur 
biltrat 
Kultur 
Kultar 
Filtrat 
Kultur 


Filtrat 


vu 


Dauer 
in Stunden 


Amino» 
gruppenanstie, 
gemessen ar 
0202 KOH 


m con 
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Tabelle 1V. 





ty 
Mvycoideskultur Mast ixfallung 
— le 
, , Aminogru nanstie ? 
Alter der Kultur Kultur Versuchs- |. gruppe ce - 
und Bestand des in toto PH dauer gemessen an 0.2n KOH in cc 4 
Nahrbodens oder Filtrat in Stunden Alkohol 50 Alkohol Q 
Vie re K - had we 
iertagige Kultur in Keher 78 48 0.55 0.49 os 
Fleischpepton 100 cem 
Desgleichen Filtrat 7.8 48 0.15 0.2 


Verfahren nach Schierge. Mvycoideskulturen verschiedenen Alters 
mit Essigsiure schwach angesaiuert, werden mit frisch bereiteter Mastiy 
emulsion gefallt. Das Verhaltnis betragt 10 cem Emulsion zu 100 cc 


Kultur. Die Emulsion besteht aus einem Gemisch 5° ,iger alkoholise!y 
Mastixlésung und Aqua dest. im gleichen Verhaltnis. Am nachsten Tay: 
hat sich ein dichter Satz gebildet, dieser wird mit gewOhnlichem Filt: 
abfiltriert und bei Zimmertemperatur getrocknet Der getrocknet: 
Satz wird im Laufe einiger Stunden mit Alkohol behandelt, um ih 
von iiberschiissiger Mastix zu befreien, darauf mit Ather und dam 
nochmals bei Zimmertemperatur getrocknet. Fiir den Versuch wuri 
das Praparat mit 10 cem schwach alkalischer (pq = 7,8) Sodalésung 
abgespiilt und der Aufschwemmung liccm Wittepeptonlésung zu 
gesetzt.. Die Aminogruppen titrierten wir an Portionen zu je 5 cen 
Die in den Tabellen III und IV mitgeteilten Ergebnisse entspreche 
denjenigen am Acetonpraparat. 


Zusammenfassung. 

Die proteolytischen Fermente des Bac. mycoides sind zum gréBbte: 
Teile im Innern der Bakterienleiber enthalten. In ihrer Wirkung stehe: 
sie dem Tryptasetyp nahe. 

Glykosezusatz zum Nahrboden mit 1°, wirkt nicht merklich au! 
die Ausbildung der proteolytischen Fermente ein; auch wird die Wirkung 
des Ferments dadurch nicht geschwacht 

Die ..eiweibsparende’’ Wirkung der Glykose ist wohl darauf zuriic! 
zufiihren, daB Glykose, als hochwertige Energiequelle fiir Bakterie: 
Zerlegung groBber EiweiBmengen iiberfliissig macht. 
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Eine Vereinfachung 
der Gefrierpunktsbestimmung fiir kleine Mengen 
biologischer Fliissigkeiten. 


Von 
E. Fromm + und Th. Leipert'. 
{Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Wien 
(Eingegangen am 8. Dezember 1928.) 


Mit | Abbildung im Text. 


Die bei der Untersuchung biologischen Materials iiblichen kry 
skopischen Methoden leiden fast alle darunter, daB sie erheblich: 
Substanzmengen erfordern, und dab sie keine genaue Temperatu: 
regelung des Kiihlbades gestatten, ein Umstand. der bei Gefrierpunkts 
bestimmungen auberordentlich ins Gewicht fallt. Die klassische Bec/ 
mannsche Methode verwendet ein kostbares Thermometer, desse: 
Handhabung dem weniger Geiibten nicht gerade leicht fallt, und e1 
fordert bei ihren Bestimmungen mindestens 10 cem Serum. Das Kryo 
skop von Dekhuyzen beriicksichtigt wohl die Unterkiihlung, doc} 


gelingt es nur ..mit einiger Ubung*, die rechte Temperatur des Kiih! 
bades zu halten*. Der nachfolgend beschriebene Apparat sucht diesen 
Mangeln Rechnung zu tragen und liefert bei einfachster Bauart und 
Handhabung vollkommen zufriedenstellende Resultate. Seine wesent 


lichsten Vorteile sind: 

1. Er ersetzt das teure Beckmannthermometer durch ein einfaches 
Stabthermometer. 

2. Er arbeitet mit 3ccm Fliissigkeit. 

3. Er vermindert die Anzahl der Bestimmungen, indem der Gefriet 
punkt reinen Wassers ein fiir allemal festgelegt wird. Der so erhalten: 
Nullpunkt bleibt bei Verwendung eines bestimmten Kiihlbades vo 
konstanter Temperatur praktisch konstant. Die Gefrierpunkts 


! Die vorliegenden Untersuchungen wurden von weil. EZ. From 
angeregt, die endgiiltige Ausarbeitung ist erst nach seinem Tode erfolgt 
2 Diese Zeitschr. 11, 358, 1908. 
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estimmung reinen Wassers und die zugehdrige Kontrollbestimmung 

jedem neuerlichen Versuche fallen daher weg 

Der Apparat hat nebenstehende Form 

In einen Weinholdbecher (Devargefab) A ist eine weite stark 
vandige Zentrifugenréhre als Kiihlbad eingesenkt. Sie ist oben durch 
einen doppelt durchbohrten Kork verschlossen. In die eine Bohrung 
wird ein Thermometer B eingefiihrt, das in die Kaltemischung taucht 
Die zweite Offnung ist fiir das GefriergefaB C bestimmt. Als solches 
dient ein kleines Reagenzglas von etwa 13cm _ Léange 
nd 14mm Weite. J ist ein Riihrer, den man sich 
selbst herstellt, indem man in einen Glasstab einen 
nicht zu diinnen Platindraht einschmilzt und diesen 
in seinem Ende zu einem Ringe biegt. Das Thermo- 
meter zur Messung der Depression ist ein einfaches 
Stabthermometer mit Stickstofffiillung, das auf einer 
Skalenlinge von 12cm das Temperaturintervall von 

1 bis 3° in hundertstel Grade geteilt umfabt 


0.018 entspricht demnach etwa 0,3 mm, so daB noch 0,005" 








mit der Lupe bequem abgeschatzt werden kénnen! 





Soll ein derartiges Thermometer seinen Nullpunkt 
praktisch unverindert beibehalten, dann ist Tem 
peraturkonstanz des Kiihlbades Hauptbedingung. Das Abb. 1 





gilt bei unserem Apparat um so mehr, als ja das 

GefriergefaB direkt in die Kaltemischung eintaucht, ohne durch 
einen Luftmante!l isoliert zu sein. Fiir unsere Zwecke eignet sich deshalb 
nur ein Kryohydrat, das bei einfachster Herstellung eine méglichst 


hohe Temperaturkonstanz gewihrleistet. Am besten bewihrt sich 
eine Kaltemischung aus 654°, Kaliumsulfat und 93,46°,, Eis, die 
eine konstante Temperatur von 1,55° sehr lange beibehalt Es 


empfiehlt sich, dieses Kryohydrat nicht durch Mischen entsprechender 
Gewichtsteile von Sulfat und Eis herzustellen, sondern eine Lésung 
des Salzes in destilliertem Wasser nach den angegebenen prozentualen 
Verhiltnissen zum Gefrieren zu bringen. Eine Vorratslésung davon 
bewahrt man sich in verschlossener Flasche im Eisschrank auf. Fiir 
den Versuch fiillt man eine angemessene Menge dieser Lésung in das 
GefaB, das als Kiihlbad dienen soll, senkt dieses in ein Eis-Kochsalz 
gemisch, unterkiihlt stark und bringt das Kryohydrat durch Rihren 
mit einem Glasriihrer zur Abscheidung. Durch nicht zu rasches, gleich 
maBiges Rithren erzielt man in kurzer Zeit cinen steifen Kristallbrei 
in den sich das eigentliche GefriergefaB und das Thermometer fiir die 


* Das Thermometer liefert die Firma Wojtacek, Wien IX, Frankgasse, 


nach unseren Angaben. 
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Kaltemischung leicht eindriicken lassen. Hat man eine grobBere An 
von Bestimmungen nacheinander auszufiihren, dann kann mar 
Kaliumsulfatlésung auch ohne Riihren fest einfrieren lassen, i: 
man das GefiB im Eis-Kochsalzgemisch sich selbst iiberlaBt, bis 
Inhalt zu einer festen Eismasse gefroren ist. Ein so hergestelltes K 
hydrat behalt nach unseren Beobachtungen seine konstante Temper 

2 bis 2', Stunden. Man muB bei dieser Art der Herstellung jed 
fiir die Offnungen. Sorge tragen, die beim spiateren Versuch das Gefric: 
gefaB und das Thermometer fiir die Kaltemischung aufnehmen soll 
Dies geschieht zweckmabig so, daB man an Stelle des Gefriergefites 
und des Thermometers zwei trockene Eprouvetten, die durch eine: 
doppelt durchbohrten Kork in ihrer Lage gehalten werden, in di 
Kaliumsulfatlésung eintaucht und fest einfrieren 14Bt. Fillt man si: 
dann mit lauem Wasser, so lassen sie sich leicht herausziehen und mai 
erzielt zwei glatte Offnungen, in die dann GefriergefaB und Thermo 
meter eingesetzt werden. 

Die Gefrierpunktsbestimmung reinen Wassers, des Nullpunkts 
unseres Thermometers, hat mit der gréBten Sorgfalt zu geschehe 
3ccm ausgekochten destillierten Wassers werden in das Gefriergefal 
pipettiert, ohne dessen Wandung unnétig zu benetzen, der Riihre: 
eingesetzt und das Ganze in das Kiihlbad eingesenkt. Nun fiihrt man 
das Thermometer zur Messung des Gefrierpunkts in die Fliissigkeit 
sc dab sein QuecksilbergefaB, ohne irgendwo anzustoBen, allseits von 
Flissigkeit umspiilt ist. Es wird festgeklemmt und die Lupe etwa in 
der Héhe des Nullpunkts der Thermometerskala befestigt. Im iibrigen 
verfahrt man nach den allgemeinen Regeln der Kryoskopie. Man 
beachte jedoch folgendes: Die Eisabscheidung leitet man zweckmabiyg 
durch Impfen mit einem Impfstift ein (Kapillarréhrchen, das an seinem 
Ende ein Eissplitterchen tragt). Besonders wichtig ist, schon wahrend 
des allmiahlichen Sinkens des Quecksilberfadens zu riihren, damit 
innerhalb der Fliissigkeit rasch Temperaturausgleich eintritt. Ist dies 
nicht der Fall, dann bilden sich nicht, wie es nétig ist, feine Eisnadeln 
sondern es entsteht an der Wandung des GefriergefaBes eine Eiskruste 
die in die Dicke wachst. Derartige Bestimmungen sind zu verwerfen 
denn das Thermometer zeigt dann nicht den richtigen Einstellungs 
punkt und kommt iiberhaupt nicht zu richtigem Einstehen. Die Be 
stimmung wiederholt man mehrere Male und kontrolliert sie noch an 
den darauffolgenden Tagen. 


Zur Beurteilung der richtigen Einstellung, besonders aber zum 
Vergleich der Depression mit den nach anderen Methoden erhaltenen 
Werten ist es sehr vorteilhaft, gleichzeitig mit der Gefrierpunkts 
bestimmung reinen Wassers auch die Gefrierpunktserniedrigung eine! 
reinen | °,igen NaCl-Lésung festzustellen, deren Wert nach Methoden 
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ler Prazisionskryoskopie mit 0.589" angegeben wird Bekommit 
einen anderen Wert, dann sind auch die Resultate der Gefrier 
ktsbestimmungen der Lésungen, die unter denselben Umstinden 
»wefiihrt wurden, entsprechend zu beurteilen! 
Der so erhaltene Nullpunkt des Thermometers wird nur in den 
witensten Fallen mit dem Nullpunkt der Skala zusammenfallen, meist 
nige Zehntelgrade dariiber oder darunter zu liegen kommen. Dieser 
(mstand ist bei der Berechnung der Depressionen zu _ beriicksichtigen 
Zur Gefrierpunktsbestimmung eines Serums bringt man 3 ccm 
les Serums in das sorgfiltig gereinigte und getrocknete Gefriergefab 
nd arbeitet, wie bei der Gefrierpunktsbestimmung reinen Wassers 
ingegeben. Bereits bei der Beckmannschen Methode kommt es oft 
bei schnellem Riihren zu einer starken Schaumbildung, so dal das 
QuecksilbergefaB des Thermometers zur Halfte im Schaum steckt 
md der Faden infolgedessen nicht richtig einsteht. Bei der geringen 
Fliissigkeitsmenge, mit der wir arbeiten, mu} jegliches Schaumen 
inbedingt vermieden werden. Man bringt zu diesem Zwecke ein 
lrépfehen sekundiren Oktylalkohols (Kah/bawm) an den Rihrer und 
setzt diesen erst dann ein. Es tritt so, auch bei schnellstem Riihren 
keine Schaumbildung ein 
In nachstehenden Tabellen folgen Werte, die mit unserem Kryoskop 


erhalten wurden Es sind Mittelwerte aus mindestens drei Be 


stimmungen. Verwendet wurden stets 3 ccm der Lésung. Die Unter- 
<ihlung betrug 5 bis 6 Zehntelgrade. Die in der Reihe fiir ..be 
rechnet’* angegebenen Werte sind teils errechnet, teils den Tabellen 
von Landolt-Bérnstein entnommen. 





Gefrierpunktse rniedrigung 


Substanz In 100 com 
P beobachtet berechnet Abweichung 
lraubenzucker . . er 1,000 0,110 0,106 0.094 
= 0.500 0,057 0,053 + 0.004 
a ' 0,250 0,025 0,026 0,001 
Harnstoff es 1,090 0.320 0.315 0.005 
2 0,590 0,159 0,158 0,001 
- ts’ ; : 0.250 0.079 0.079 0.000 
\rabinose 1.009 0.129 0.126 L 0.008 
0.500 0.064 0.0638 L 0.00] 
- fot : ‘ 0,250 0,037 0,032 0,005 
Rohrzucker .. . . 1,000 0,057 0,055 + O02 
~ a ea 0,500 0.027 0,028 0.001 
Chloralhydrat . . -_ 1,900 0,112 0,112 0,090 
” = ; 0,500 0,057 0.056 - 0.001 
Natriumehlorid ..... 1,000 0.593 0.589 + 0,004 
a 0.500 0,300 0.295 - 0.005 
0,250 0,151 0,148 + 0,008 


1! Hamburger, Osmotischer Druck und Ionenlehre 1, 1. Teil, V, 1 Dd 
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Sera ergaben folgende Werte. Die Vergleichswerte der vorlet 
Reihe wurden nach Beckmann bestimmt: 





Getrierpunktserniedrigung 





Serum 
beobachtet nach Beckmann Abweichung 

Mensch ; 0,532 0,530 0,002 
0.512 0.515 0.008 

0,532 0,536 0.004 

0,512 0,515 0.003 

* 0,542 0.545 0.003 
Pferd . ‘ 0,532 0,535 0.003 
_ 0,512 0.514 0.002 

- -— 0,523 0.527 0.004 
Rind . 0,534 0.535 0.001 


SchlieBlich seien noch die Werte einiger pathologischer mensc! 


licher Sera aus klinischen Untersuchungen angefiihrt Wo es i 


Menge erlaubte, wurde eine Vergleichsbestimmung nach Beckma 


re 


vorgenommen. Die letzte Reihe bringt die zugehérigen Analyser 


ergebnisse (Reststickstoff, Indikan, Harnsaure). 





Gefrierpunktserniedrigung 
Serum 


beobachtet — 
l a 0,583 0,587 Reststickstoff: 124mg-°%, Indikan 0,64mg 
il oh 0,580 — * 3 
Ill — 0,575 é 7124 , 2,13 
fee 0,642 0,640 ef - 9M) 
V — 0,575 0.572 Harnsaure s 
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Uber die Milehsiureausscheidung 
im Harn und Schwei86 wihrend Fubballwettkimpfen'. 


Von 


I. Snapper und A, Griinbaum (Amsterdam). 


(Eingegangen am 8. Dezember 1928.) 


Seitdem Fletcher und Hopkins nachgewiesen haben, dab Bildung 
on Milchséiure in den Muskeln wiithrend der Arbeit stattfindet, hat 
ler Milchsaurestoffwechsel wihrend der Arbeit das allgemeine Interesse 
ler Physiologen erregt. Seitdem Meyerhof und Hill ihre beriihmten 
Untersuchungen iiber die quantitativen Verhaltnisse zwischen dem 
Entstehen von Milchsiure und dem Verschwinden von Glykogen 
wihrend der Muskelkontrakticn und iiber die Zuriickbildung von 
Glykogen aus Milchsaure wahrend der Ruhepause veriffentlicht haben 
haben sich die Untersuchungen itiber Milchsdureausscheidung im Urin 
ind iiber den Milchsaiuregehalt des Blutes sogar in beunruhigender 
Weise vermehrt. 

Wir wiirden es deshalb auch nicht wagen, die Milchsiureliteratur 
noch zu vermehren, wenn nicht, wie sich sogleich zeigen wird, bisher 
bestimmte Prozesse nicht geniigend beachtet sind, welche mdéglicher- 
weise einige Liicken in unseren Kenntnissen tiber den Milchsdure- 
stoffwechsel ausfiillen kénnen. 


‘ Untersuchungen, die mit Hilfe einer Spende des Niederlandischen 
FuBballverbandes ausgefiihrt wurden. Der AnlaB fiir diese Untersuchungen 
war der Wunsch des Niederlandischen Fu®Bballverbandes, die Anwesenheit 
on so viel auserwahiten FuBSballspielern verschiedener Nationen wahrend 
ler olympischen Spiele zu benutzen, um unsere wissenschaftlichen An 
sichten tiber den EinfluB des FuBballspieles auf den Organismus zu er 
weitern. Dank der organisatorischen Talente von Prof. Buytendijk strémten 
viele auslandische Gelehrte in Amsterdam zusammen, um wahrend der 
eigentlichen olympischen Spiele (28. Juli bis 12. August 1928) analogs 
Untersuchungen vorzunehmen. Da aber die olympischen FuBballspiele 
ingefahr 2 Monate vor den eigentlichen olympischen Spielen abgehalten 
wurden, muBte die medizinische Kommission des Niederlandischen Fubball- 
verbandes fiir die hier zu beschreibenden Untersuchungen wohl auf ihre 


eigenen Krafte vertrauen. 
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Wir haben uns zuerst besonders mit dem Milchsaurestoffwec |). 
wihrend des FuBballspiels beschaftigt. Bevor wir die Resultate, wel: 
wir hierbei erzielt haben, beschreiben, miissen wir kurz die Tatsa: 


zusammenfassen, welche iiber die Milchsiureausscheidung und 
den Milchsiuregehalt des Blutes wihrend der Arbeit bekannt d Mil 


Der Milchsiuregehalt des Blutes betrigt waihrend der Ruhe s 
25 mg-°.. wie durch viele Forscher sowohl mit Alteren wir 
modernen analytischen Methoden immer wieder bestatigt wurde 


Wahrend der Arbeit steigt der Milchséuregehalt des Blutes, wie beri: sen) 
ungefahr 1910 durch Ryffel beschrieben wurde. Hill, Long und Lupto cn 
finden nach schwerer Anstrengung 100 bis 200 mg-°,, Barr. Himwich ven 
Green? 100 bis 120 mg-°,,, Loebel, Barr, Tolstoi und Himwich® sahen, da el 
bei Hunden wahrend Strychninkrimpfen der Milchséuregehalt des Blutes ht 


bis 70 und 150 mg- steigen konnte. Bei méBiger Anstrengung ist 
Zunahme des Milchsiéiuregehalts des Blutes nur unbedeutend. 
Schenk* hat wichtige Beitrage zu diesem Problem geliefert. Er ta .d 
daB der Milchséiuregehalt des Blutes wahrend starker, doch kurzer A 2M 
strengung steigt, d.h., wenn wahrend kurzer Zeit maximale Arbeit verrichte Arb 
wurde. Bei linger dauernder, wenn auch schwerer Arbeit, steigt der Milc! 
siuregehalt des Blutes kaum. So fand Schenk, daB beim Schnellauf ii!» aias 
400 m der Milchséuregehalt des Blutes von 20 mg-°,, auf 150 mg-°,, steig 
Sobald lange Strecken, z.B. 10 km, gelaufen werden, findet man na 
dem Wettkampf in dem Blute der Schnelléufer nur 50 bis 60 mg-°,, Mile! 
siure, waihrend nach dem bekannten Marathonlauf iiber 42 km nicht me! 


als 18 bis 36 mg-°,, Milchséure gefunden wurden. Schenk schlieBt, dab en = 
Paralle'e zwischen Arbeitsleistung unc Milchséurebildung nur insofen lest 
besteht, als die Milchséiurebildung von der Arbeitsleistung pro Sekwy/ wus 
abhaingig ist. Es ist klar, da®B der 400-m-Laufer, welcher sich wahre: ii 
50 Sekunden maximal anstrengt, pro Sekunde viel mehr Arbeit leistet als pm 
der Marathonlaufer, welcher wihrend 214 Stunden ein ziemlich ruhiges 
Tempo aufrecht erhalt; die Verrichtung des Marathonliufers ist nur bx = 
wunderungswert durch die lange Dauer, wiihrend welcher das Tem, Nie 
ausgehalten wird. ma 
Bei dieser verhaltnismaBig ruhigen, wenn auch langwierigen Arbeit sie| 
wird niemals im selben Augenblick so viel Glykogen zu Milchséure abgebaw Sel 
da8B das Blut wirklich durch Milchséure iiberstrémt wird. Der Glykoge: 
abbau geschieht hier so allmahlich, daB er dem Glykogenabbau ungefalu \g 


gleichkommt, so da8 niemals groBe Quantitaiten Milchséure zu gleicher tin 
Zeit frei kommen. 

Die Erhéhung des Milchsiuregehalts des Blutes wahrend kurze: 
intensiver Arbeit, welche fehlt. wenn linger dauerde Arbeit verrichtet 
wird, stimmt iiberein mit den Tatsachen, welche iiber die Ausscheiduns 
von Milchséure im Urin nach der Arbeit bekannt geworden sind. Der Milc! 


1 Hill, Long und Luoton, Proc. Roy. Soc., Ser. B, 96, 438; 97, 84, 1924 St. 
2 Barr, Himwich und Green, Journ. of biol. Chem. 55, 495, 525 w 

539, 1923. Nit 
3 Loebel, Barr, Tolstoi und Himwich, ebendaselbst 61, 9 1924. 
* Schenk, Sportarztetagung 1925, Verhandlungsbericht Fischer 1924 Jo 


8.91. 
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gehalt des normalen Urins ist sehr niedrig, selbst so niedrig, dab er 
achlassigt werden kann. Ryttel? fand bereits 1910 bei Kurzstrecken 
rn nach dem Wettkampf 60 bis 450 mg-°,, Milehséure im Urin. Feld 
und Hill? zeigten 1911, daB Anstrengung, welche eine halbe bis zu 
Stunde ausgehalten werden kann, keine starke Vermehrung von 
Vilchsfureausscheidung im Urin verursacht. Bereits damals sagte Hill, 
ii bei langdauernder Arbeit ein ,,steady state’ entsteht, wobei genau 
viel Milchséure gebildet wird aus Glykogen als gebraucht wird, wm wahrend 
Ruhepause der Muskeln Glykogen zu bilden. So fand Jerusalem® 1908 
uw 33mg Milchsiure in 250cem Urin, gelassen nach stundenlangem 
ergsteigen, und Campbell und Webster* nur 61mg nach _ fiinfstiindiger 
«hwerer Arbeit. Auch AKnoll® fand nach Skilaufen von 18 und 42 km nur 
venig Milchséiure in dem Urin. Dagegen fanden Fléssner* und Kutscher 
ei Laufern (400m bis 10 km) und Schwimmern (100 bis 1000 m) durch- 
shnitthch 144 mg Milchséiure in 75 cem Urin. 
Im Zusammenhang hiermit ist es von grober Bedeutung, zu bedenken, 
3 Liljestrand und Wilson’ sehr grobe Mengen Milchséure (140 bis 1370 mg) 
dem Urin fanden, welcher ausgeschieden wurde, nachdem nur wahrend 
2 Minuten so schnell wie méglich Treppen gelaufen wurde, tatsichlich eine 
\rbeit, welche so schwer ist, da sie nicht viel langer als 2 bis 3 Minuten 
intereinander aufrecht erhalten werden kann. Hierbei konnte die Milch 
wrekonzentration des Urins selbst bis 1,8°, steigen. 


Herzxheimer® teilt analoge Werte mit nach Treppenlaufen. 


Wie ist die Milchsiureausscheidung nach Fubballkampfen ’? Soweit 
wir finden konnten, ist hieriiber wenig oder gar nichts in der Literatur 
festgelegt. Dies war die Ursache, warum wir anfingen, die Milchsiure- 
wsscheidung im Urin von FuBballspielern nach anstrengenden Wett- 
kimpfen zu untersuchen. Diese Untersuchungen wurden bereits vor 
den olympischen Spielen begonnen bzw. nachher weitergefiihrt und 
imfassen darum drei nichtolympische Interland-Wettkampfe der 
Niederlindischen Nationalmannschaft bzw. gegen Belgien und Diane- 
mark, ein Wettkampf um die Meisterschaft von Holland und auberdem 
sieben Wettkampfe waihrend der Olympiade gespielt (Deutschland 
Schweiz, Holland--Uruguay, Belgien—Argentinien, Argentinien 
\gypten, Agypten—Italien, Uruguay—lItalien und Uruguay—Argen- 
tinien). 


t Ryffel, Journ. of Physiol. 39, 29, 1910. 

2 Feldmann und Hill, ebendaselbst 42, 439, 1911. 

3’ Jerusalem, diese Zeitschr. 12, 371, 1908. 

* Campbell und Webster, Biochem. Journ. 16, L106, 1922. 

5 Knoll, Sportartzliche Ergebnisse der II. Olympiade, Winterspiele 
St. Moritz 1928. Bern, Haupt, 1928, S. 114. 

® Fléssner und Kutscher, Miinch. Med. Wochenschr. 1926, 5S. 1434; 
Sitz.-Ber. d. Marburger Ges. z. Férderung d. ges. Naturwiss. 6, 283, 1927 

Liljestrand und Wilson, Proc. of exper. Biol. and Med. 21, 426, 1924; 

Journ. of biol. Chem. 65, 773, 1925. 

S Herxheimer und Zinsser, Zeitschr. f. exper. Med. 58, 812, 1927 
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Es ist deutlich, daB das Fubballspiel zu den langdauernden \; 
strengungen gerechnet werden muB. Ein Fubballwettkampf dawer 
zweimal %/, Stunden, getrennt durch eine Ruhepause von 10 his 
15 Minuten. Bei einer Anstrengung, welche */, Stunden hinter 
einander aufrecht erhalten werden kann, ist es unwahrscheinlich, caf 
die Milchsaureproduktion so stark sein wiirde, daB das Blut mit Mile! 
siure tiberstrémt wird und Milchséure in dem Urin erscheint Aber 
es darf nicht vergessen werden, daB z. B. Schenk schreibt, daB er oft 
in dem Urin von FubBballspielern nach einem Wettkampf einen dicke: 
Eiweibring wahrgenommen hat, und Albuminurie beim Sportsman; 
bedeutet gewéhnlich sehr grobe Anstrengung, welche eine so stark 
Bildung von Saéuren verursacht, dab das Nierenfilter geschadigt wird 
bei diesen Sauren spielt natiirlich die Milchsaure eine wichtige Roll 
Man muB aber bedenken, dab die von uns untersuchten Spieler maxima! 
trainiert waren; wir fanden darum auch niemals in dem Urin der Spiele: 
nach einem Wettkampf mehr als minimale Spuren von EiweifB. Zweimal! 
fanden wir bei demselben Spieler nach dem Wettkampfe eine nicht 
unbedeutende Menge Glucose (0.5 bzw. 1,6°,) im Urin, wahrend beicd 
Male der Urin vor dem Wettkampf zuckerfrei war. 

Was nun den Milchsauregehalt betrifft, so sei zu allererst erwihnt 
daB wir bei 55 Spielern den Milchsiuregehalt des Urins vor dem Wett 
kampf untersucht haben. 

Hierbei wurden in 50 Fallen nur zu vernachlassigende Spuren 
gefunden (Milchsiuregehalt 0,003 bis 0.015%). In fiinf Fallen war de: 
Milchsauregehalt etwas héher (0.0347, 0,044, 0,047, 0,037, 0,03 °,) 

Was den Milchsauregehalt des Urins nach dem Wettkampf betrifft 
so fanden wir bei den genannten olympischen Wettkampfen und bei 
dem einen niederlindischen Meisterschaftskampf! in dem Urin von 
55 Spielern, nach dem Wettkampf untersucht, in 49 Fallen weniger 
als 60 mg Milchsiure®. Nur sechsmal wurde mehr als 60mg aus 
geschieden, und zwar: 

83 mg (belgischer Verteidiger) . . . . in 65cem Urin 
110 ,, (deutscher Verteidiger) .... ., 50 
110 ,, (argentinischer Stiirmer). . . . ., 45 
130 ,, (niederlindischer Stiirmer). . . ,, 49 
224 ,, (uruguayischer Stiirmer). ... ,, 62 
330 ., (argentinischer Mittelliufer) . . ., 60 


! Die drei nichtolympischen Interland-Wettkampfe (Niederland 
Belgien und Niederland— Déanemark) sind in dieser Stastistik nicht mit 
gerechnet, weil sie wahrend anderer Wetterverhaltnisse gespielt wurde: 
als die hier besprochenen Wettkampfe. Sie werden darum spater in andere: 
Zusammenhang getrennt behandelt. 

2 Der Harn wurde mit H,SO, und Phosphorwolframséure ausgefall 
das Filtrat mit Cu und Ca behandelt. Filtrieren und Bestimmung der Milc! 
siure nach Shaffer, Friedemann und Cotonio. 
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Folglich ist es klar, daB die zweimal */,stiindige Anstrengung 
vahrend eines FuBballwettkampfes in einzelnen Fallen AnlaB zu nicht 
nbedeutender Milchsiureausscheidung gibt. Fiir 90° ., der hier unter 
wehten Spieler scheint das FuBballspiel wahrend der Olympiade nur 
ne ziemlich leichte Anstrengung gewesen zu sein, wobei die einzige 
schwierigkeit war, daB sie waihrend 1!. Stunden aufrecht erhalten 
verden mufte; nur ungefihr 10°, der Spieler hatten sich hierbei der 
rtig angestrengt, daB plitzlich das Blut tiberstr6mt wird durch tiber 
ibig viel Milchsiure, welche dann im Urin ausgeschieden wird 

Gegen diese Erklarung der geringen Milchsaureausscheidung nach 
fubballwettkimpfen sind aber einige Argumente anzufiihren 

In erster Linie kann man nicht sagen, daB die Spieler, welche sich 
m meisten angestrengt haben, die gréBte Menge Milchsiure aus- 
vschieden haben. Von den hier untersuchten Spielern war die agyptische 
Vannschaft bei weitem am starksten ermiidet. In Agypten ist man 
ewohnt, auf hartem Sandboden zu spielen, und die Agypter machten 
vahrend der Olympiade eigentlich zum erstenmal Bekanntschaft mit 
irasboden; auBerdem muBte der Wettkampf, nach welchem die 
gyptischen Spieler untersucht wurden, auf einem schliipfrigem Gras- 
oden gespielt werden, da es morgens geregnet hatte, so daB fiir sie 
e Anstrengung an diesem Tage besonders gro} war. SchlieBlich war es 
n dem bewuBten Wettkampft: g sehr feuchtwarm, ein Extra-Handikap 
‘ir die Agypter, welche, wie bekannt, an eine tiberaus trockene Atmo- 
hire gewohnt sind. Die agyptische Mannschaft war dann auch nach 
em Wettkampf vollkommen ausgespielt; die meisten Spieler mubten 
nige Zeit auf der Erde liegen, um Atem zu schépfen, und trotzdem 
varen bei keinem einzelnen Spieler mehr als Spuren Milchsaure im Urin 
i finden. Man kann sich kaum vorstellen, dab von diesen Spielern 
vahrend des Wettkampfes nicht von Zeit zu Zeit sehr schwere Arbeit 
veleistet wurde, wodurch der Milchsauregehalt des Blutes hatte steigen 
ussen. 

Wir muBten auBerdem noch eine zweite sehr auffallende Tatsache 
egistrieren. 

Diese sieben olympischen Wettkimpfe und der Wettkampf fur 
ie niederlandische Meisterschaft sind alle bei sehr warmem Wetter 
isgetragen, meistens sogar an sonnigen Tagen. Sie zeigen darum 
nsofern nicht die normalen Verhaltnisse, weil das Fubballspiel eigentlich 
in Winterspiel ist. Die drei niederlandischen, nichtolympischen 
nterland-Wettkimpfe (gegen Belgien und Danemark) wurden dann 
ich in kaltem und windigem, teilweise sogar regnerischem Wetter 
espielt. Nach diesen Interland-Wettkampfen konnte der Urin von 
2 Spielern untersucht werden; von diesen 32 Spielern hatten aber 
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16 Spieler mehr als 60 mg Milchsiure im Urin nach dem Wettk 


und zwar 
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Wenn man bedenkt, daB nach den Wettkimpfen, welch: 
heibem Wetter gespielt sind, von den 55 Spielern nur sechs mehr al 
60 mg Milchséure ausgeschieden haben, waihrend nach den Wettkiimpfe: 
welche bei kaltem Wetter gespielt wurden, 16 Spieler von den 32 unter 
suchten eine derartige Ausscheidung hatten, dann scheint es, als o! 
FuBballspieler nur an warmen Tagen nach ihren Wettkimpfen klein: 
Mengen Milchsaure ausscheiden, wihrend an kalten Tagen viel mel: 
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Neigung zu Milchsiureausscheidung im Urin besteht. 


Im Zusammenhang hiermit ist es nicht ohne Bedeutung, dab wir 
bei einigen Spielern tiber Zahlen ihrer Milchsdiureausscheidung nact 
verschiedenen Wettkimpfen verfiigen, wovon einige wihrend kalten 


und andere waihrend warmem Wetter gespielt wurden 


Spielern bekommt man hierbei den E 
Wetter gespielt wird, mehr Neigung zur Ausscheidung von grober 
Mengen Milchsiiure im Urin besteht, als wenn die Wettkimpfe 


warmen Tagen stattfinden. 


Man kénnte denken, da an kalten Tagen die Spieler schnelle: 
laufen und sich darum mehr anstrengen als an warmen Tagen; hiermit 
stimmt aber die Tatsache nicht iiberein, daB gerade an warmen Tage! 
die Spieler nach einem schweren Wettkampf total ausgespielt in 
Ankleidezimmer zuriickkommen. 


gestellt, ob an warmen Tagen vielleicht Milchsiure auf anderem Weg 
als durch den Urin den Kérper verlaBt. 
Zusammenhang mu man 
Tatsachen Rechnung halten. 

Sofort nach einem FuBballwettkampf sind die Spieler gewohnlic! 
nicht imstande zu urinieren. Selbst nachdem mit Duschen und Anziehe' 


In diesem 
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indruck, dab, wenn bei kalten 
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4“) bis 30 Minuten verloren gegangen sind, kénnen gewoéhnlich nicht 
mee als 40 bis 50 ccm Urin produziert werden, an warmen Tagen 
«lbst noch weniger. Dieser Umstand hangt mit der Tatsache zusammen, 
ial} wahrend des Wettkampfes so viel Blut fiir die Durchstrémung der 
Muskeln notwendig ist, daB die Durchstr6mung der Nieren zu einem 
Minimum beschrankt wird und starke Oligurie entsteht. An warmen 
lagen bildet Wasserverlust durch den Schweib die Hauptursache der 
Oligurie nach dem Kampfe. 

Man mu hieraus schlieBen, dab selbst bei den Spielern, wo man 
ach SchluB der Anstrengung Milchsiure im Urin findet, diese Lacta- 
cidurie nicht regulierend auf den iibermaBigen Milchsauregehalt des 
Blutes waéhrend der Arbeit einwirken kann; die Milchsiure wird wahr- 
scheinlich erst ausgeschieden, nachdem die Anstrengung aufgehért hat. 

Wdhrend der Anstrengung miissen also andere Organe als die 
Nieren dem Organismus zur Verfiigung stehen, um den iibermabig 
hohen Milchsiuregehalt des Blutes zu regulieren. Wir haben deshalb 
untersucht, ob in dem Schweibe der Spieler méglicherweise erhebliche 
Mengen Milchsaiure gefunden wurden. 

In der Literatur wird das Vorhandensein von Milchsiure im 
SchweiBe kaum erwihnt. Man findet bei Liebermann', daB der Schweib 
von Patienten, welche an puerperalem Fieber leiden, Milchsaure enthalt 
AuBerdem schreibt Schenk?, daB er nach geringer Anstrengung in dem 
SchweiBe auBer 200 mg Reststickstoff und 50 mg Ureum auch 200 bis 
3) mg Milchsiure gefunden hat. 

Weil nun die Milchsiure an warmen Tagen fast vollstandig im 
Harn von den FuBballspielern fehlte, haben wir untersucht, ob da die 
Haut mittels des Schweibes die Milchsiure sezernierte und auf diese 
Weise die Funktion der Nieren iibernahm. 

Um die Mengen Milchsiure, welche wahrend eines FuBballwett- 
kampfes mit dem Schweibe entfernt werden, schitzen zu kénnen, 
haben wir die Mengen Milchsaure festgestellt, welche in den Trikots 
ler Spieler nach dem Wettkampf anwesend waren. Uberdies wurden 

auch immer die Mengen Chlor und Bromlaugestickstoff in den Hemden 
untersucht, 6fters auch der Stickstoffgehalt nach Kjeldahl. 

Es mu® hier damit gerechnet werden, dal Fehler durch zwei 
Ursachen hervorgerufen werden kénnen. 

Es ist miglich, daB vor dem Wettkampf bereits viele Salze und 
organische Stoffe auf der Haut der Spieler anwesend sind. Dies ist 


1 Liebermann, Chemie des Menschen 1880, 8S. 111; Thierfelder, Physiol. 
pathol. Chem. 1924, 8. 84; s. auch Kaiki und Talbert, Amer. Journ. of 
Physiol. 85, 404, 1928. 
2 Schenk, Med. Klin. 1926, Nr. 17 und 18. 
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bei regelmaBig trainierenden FuBballspielern nicht der Fall, da roy 
maBiges Trainieren regelmaBiges Baden mit sich bringt. Um gan, 
sicher zu sein, haben wir bei einem Wettkampf auch die Hemdm 
analysiert, welche waihrend der Pause gewechselt wurden, so da\ 
der ersten Hilfte ein anderes Hemd als in der zweiten Hilfte getrage, 
wurde. Wiren vor dem Wettkampf auf der Haut bereits erheblicl, 
Mengen Chlor oder organische Stoffe vorhanden gewesen, dann |hatt, 
man in den Hemden der ersten Hilfte viel mehr finden miissen als 
den Hemden der zweiten Halfte. Dies war aber nicht der Fall. 


Zweitens wire es méglich, daB bereits vor dem Wettkampf in de: 
Hemden Salze und organische Stoffe vorhanden waren, Reste yo) 
friiher gespielten Kampfen. Die olympischen und _ niederlindische; 
Mannschaften traten aber immer in sehr gut gewaschenen Hemiden 
an; in den Kontrollhemden, welche wahrend des Wettkampfes nicht 
getragen waren, wurden héchstens Spuren von Salzen und organischer 
Stoffen gefunden. 


Sofort nach dem Kampfe wurde der Trikot in einen Topf deponiert 
mit 11, Liter destillierten Wassers iibergossen und waihrend 15 bis 24 Stunde: 
kalt extrahiert. Danach wurde die Fliissigkeit abgegossen und das Hem 
auf einem Biichnertrichter ausgepreBt. Der Extrakt wurde dann auf Milc} 
siure, Chlor, Ureum und Reststickstoff untersucht. 

Wir haben natiirlich besondere Sorgfalt bei diesen Milchs&ureanalyse; 
walten lassen, um Irrtiimer zu vermeiden. 

Von dem wisserigen Extrakt wurden 80ccm abpipettiert, hierz 
wurden 50 cem 20°%Qige Kalkmilch und 10 cem 10%ige CaSO, zugesetzt 
und init Aqua dest. bis 300 ecm aufgefiillt. Nach 1 Stunde wurde abfiltriert 
und in 50cem Filtrat nach Shaffer, Friedemann und Cotonio! durch Ox 
dation mit KMnO, unter Zusatz von MnSO, der Milchséuregehalt fest 
gestellt. 


In einigen Fallen wurde neben der Oxydation mit K MnO, und Mns0, 


auch eine Oxydation mittels starker H,SO, bei 135° in einem Olbad a 
gestellt, d. h. die Methode von Clausen nach der Modifikation von Brehm: 
und Brahdy?*. 

Zum SchluB haben wir in verschiedenen Fallen die wasserigen Extrakt 
von einer Anzahl Trikots zusammengefiigt, in vakuo bei 20° eingeengt und 
mit Ather bei saurer Reaktion wahrend 48 Stunden extrahiert. Der Ather 
wurde eingedampft, wonach iiber das Pb-Salz das Zn-Salz der anwesende1 
Milchséure bereitet wurde. 

Die Mengen Zinklactat, welche auf diese Weise durch Extraktion 
erzielt wurden, stimmten iiberein mit 70 bis 88°, der Menge, welche mai 
auf Grund der Analysen nach Shaffer oder Clausen hatte erwarten kénnen 
Nach einmaligem Umkristallisieren aus Wasser war das Zinksalz analysenrein 

Das Zinksalz entsprach allen Anforderungen, welche man an Zinklactat 
stellen kann; auBerdem drehte es links, ein Beweis, daB wir es mit rechts 
drehender Milchséure zu tun hatten. 


1 Shaffer, Friedemann und Cotonio, Journ. of biol. Chem. 73, 335, 1927 
2 Brehme und Brahdy, diese Zeitschr. 175, 348, 1926. 
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{ls Beispiel fiihren wir folgende Zahlen an: 
|. 500 mg wasserfreies, isoliertes Zinksalz in 20 ccm Aqua dest. ¢ 2.5, 
l 2, a 0,41°, [alp — 8,2°. 170 mg lufttrockenes Zinksalz 
verloren bei 110° 22mg H,O und _ hinterlieBen beim Gliihen 
49.5mg ZnO; 
ber. : H,O = 12.89%, gef.: 12,94° 
ber.: ZnO = 29,11%, gef.: 29,12° 


2.2%, %ige Lésung des wasserfreien Zinksalzes 041° 
falp = — 8,2°. 166,5 mg lufttrockenes Zinksalz verloren bei 110° 


21.5mg H,O und hinterlieben beim Gliihen 48,8 mg ZnO; 
2 
ber.: H,O 12.89%, gef.: 12,91%, 
ber.: ZnO 29.11%, gef.: 29,31%. 


3. 21%4%ige Lésung des wasserfreien Zinksalzes a 0),42°, 
[alp = — 8,4°. 89 mg lufttrockenes Zinksalz verloren bei 110° 11,6 mg 


und hinterlieBen beim Gliihen 26,0 mg ZnO; 
ber.: H,O 12.89°,. gef.: 13,03° 


ber.: ZnO = 29,11%, gef.: 29,21%. 


Wir untersuchten die Hemden der Spieler nach den sieben ge 
nannten olympischen FuBballwettkampfen und fanden stets bedeutende 
Mengen Milchsiure, wie aus folgender Tabelle ersichtlich ist: 





Menge Acid. lacticum > > 
: pro Hemd : 100—300 mg 300—500 mg 500—700 mg 700—900 mg 0 mg 


Deutschland i 6mal 4 3mal 2 mal 
Holland . . “ar is i 
Se 1 mal - 7 
ee Es es 3 1 mal 
(gypten l‘® is a . 1.06 ¢ 
Argentinien — ee os oe + 
Bs Ss - Ll » 


So fanden wir in 68 untersuchten Hemden immer bedeutende 
Mengen Milchsiure, variierend zwischen 150mg und 1,06g. Wenn 
man von diesen 68 Hemden den Durchschnitt berechnet, dann werden 
durchschnittlich pro Hemd 460 mg Milchsaure nach einem Wettkampf 
gefunden. 

Ist nun die Tatsache, daB in den Hemden von FubBballspielern 
nach einem Wettkampf durchschnittlich 460 mg Milchsdure nach- 
gewiesen werden kann, der Beweis, daB bedeutende Mengen Milchsaure 
wihrend eines Wettkampfes mit dem Schweibe entfernt werden’ Es 
ist hierfiir notwendig, die Totalmenge Milchsiure, welche wahrend 
des FuBballkampfes mit dem Schweif entfernt wird, zu schitzen 


99 * 
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Griinbaum : 


Dies gelingt, indem die Menge Milchsaéure, welche in den Hemde; 


wesend ist, mit den Mengen Chlor verglichen wird 


Chlor, das in 10 oder 20 ccm des wisserigen Extrakts der He: 


nach Volhard bestimmt wurde, war immer in groBen Mengen vorhan«le) 


wie aus folgender Tabelle ersichtlich ist. 





Chlormenge pro Hemd 200 mg 200—400mg 400—600mg 600-800 mg 


Deutschland 

Holland 

Belgien 1 mal 
Uruguay — 2 mal l 
Agypter : I 
Argentinien 4 


In 66 untersuchten Trikots fanden wir Mengen Chlor, welel 
zwischen 150mg und 2.7 g variierten 


Hemd 846 mg Chlor gefunden. 


Es ergibt sich also, daB an einem heiben Tage ein FuBballspiecle: 


4 mal 
3 
3 
9 


3 mal 


w bo 
3 


3 mal 


SWO—1 g 


2 mal 


1 mal 


; 


1 mal 





Durchschnittlich wurden pri 


so viel Milligramm Milchsiure im SchweiB ausscheidet, als iiberei: 


stimmt mit 55 


, der Milligramm Chlor, welche in dem Schweilk 
vorhanden sind. Nachdriicklich mu’ betont werden, daB die Ziffe: 
von 55°,, nur die Durchschnittszahl aus einer groBben Anzahl Analyse: 
bildet. Manchmal findet man viel weniger Milchsaure als iibereinstimmt 


mit 55°, der Menge Chlor, welche in dem Hemde vorhanden ist, manc! 


mal findet man viel mehr als 55°,,, ja es gibt sogar Fille, wobei in den 
Hemde mehr Milchsiure als Chlor vorhanden ist. 


noch naher auf diese Verhaltnisse eingehen. 


Wenn man sich an den Durchschnitt von 55°, halt, dann ist es 
mdéglich, eine ungefihre Berechnung von der Menge Milchsaure, welc! 
mit dem Schweibe verloren geht, zu machen. 


Der Chlorgehalt des 


Wir werden sogleic! 


ArbeitsschweiBes variiert zwischen 0,2 und 0,3°,,, wahrend ein FuBbal! 
spieler an einem warmen Tage | bis 2 kg wihrend eines Wettkampfes 
abnimmt. Diese | bis 2 kg Gewichtsverlust werden nur teilweise durc! 
das Schwitzen verursacht. Ein Teil kommt auf Rechnung der ox 
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erten Kohlehydrate, welche als Kohlensaure ausgeatmet werden 
n anderer Teil ist von dem Wasserverlust mit der Ausatmungsluft 
ibhangig. 

Diese Verluste kann man auch ungefahr schatzen. Fiir die oxy 
lierten Kohlehydrate miissen ungefihr 400g reserviert werden, fiir 
den Wasserverlust mit der Exspirationsluft noch einige 100g. Man 
kame dann auf eine Schweibausscheidung von |. bis 11, Liter, oder 
u einem Chlorverlust von 11, bis 414g. Die soeben publizierten 
Untersuchungen des Dr. Dill' aus Boston sind fiir diese Frage von 
fedeutung. Dill untersuchte den Stoffwechsel wahrend eines 2-Stunden 
laufes mit einer Geschwindigkeit von 7,7 km pro Stunde. Bei dieser 
Anstrengung entsteht auch ein Gewichtsverlust von durchschnittlich 
21 kg. Dills Versuchsperson war vor und nach dieser Anstrengung 
m Chlorgleichgewicht. Wahrend jeden Versuches wurden am Tage 
der Anstrengung 2 bis 4 g Chlor weniger mit dem Harn ausgeschieden 
als an dem Vor- und Nachtage. Man kann daher hieraus schlieBen 
daB bei einer Anstrengung, welche 2 Stunden dauert, so wie es auch bei 
einem FuBballwettkampf wahrscheinlich der Fall ist, 2 bis 4g Chlor 
verloren gehen. Da nun der Milchsiuregehalt des deponierten Schweibes 
durchschnittlich 55 °,, des Chlorgehalts betrigt, so werden wahrend eines 
FuBballkampfes durchschnittlich 1,1 bis 2,2 g Milchsiure mit dem 
SchweiBe aus dem Kérper ausgeschieden. Daf derartige Mengen 
Milchsdure tatsichlich oft in dem SchweiBe vorhanden sind, ist aus 
den Fallen ersichtlich, bei welchen nur im Hemde der Spieler 0.8 bis | g 
Milchsiiure vorhanden war. Wenn man bedenkt, wieviel Schweib im 
Gesicht und an den Beinen ausgeschieden wird, dann ist es klar, dab 
die Totalmenge Milchsiure, welche mit dem Schweibe entfernt wird, 
leicht das Doppelte und mehr betragen kann 


Es ist von Bedeutung, zu bedenken, dab, wahrend der Chior- 
gehalt des Arbeitsschweibes beinahe konstant zwischen 0.2 und 0.3%, 
ist, der Milchsiuregehalt des Schweibes sich stark verandert, was 
wir auf verschiedene Weise nachweisen konnten. 


Wahrend durchschnittlich der Milchsiuregehalt des Schweibes, 
welcher in den Trikots vorhanden ist, 55°,, des Chlorgehalts betriagt, 
so findet man viele Falle, bei welchen der Milchsauregehalt des Schweibes 
viel weniger als 55°, des Chlorgehalts betragt, und umgekehrt. Wenn 
man nun die Faille, bei welchen relativ sehr viel Milchsaure in bezug 
auf Chlor vorhanden ist, denjenigen gegeniiberstellt, bei welchen auf- 
fallend wenig Milchsaure gefunden wird, dann kommt man zu merk 


wirdigen Resultaten 


1 Dill, Journ. of biol. Chem. 1928 
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Fille, wo mg Milchséiure weniger ist als 40°). 





Milchsaure Chlor Verha!tnis 
mg g 
1. Mittellaufer Deutschland . a . 530 1,76 
2. Verteidiger Agypten ... . ee 826 2,44 34 
3. ‘ a : bt ae 537 1,44 
4. Mittellaufer = ; ; . , 545 1,69 
5. » ‘ aa rns 1060 2,70 } 
6. Stirmer . oe Sega SS $16 2,24 at 
7. 809 2.04 39 


In diesen Fallen, wo ein relativ milchsiurearmer Schweil ab 
gesondert wird, ist doch nicht eine geringe Ausscheidung von Milch 
siure im absoluten Sinne Ursache der relativen Milchsdurearmut 
Wenn man bedenkt, daB der durchschnittliche Milchsauregehalt eines 
Trikots nach einem Wettkampf 463 mg ist, dann sieht man, da de 
absolute Milchsiuregehalt der Trikots in den soeben genannten sieben 
Fallen iiber dem Durchschnitt liegt, in einigen Fallen sogar weit iibe: 
dem Durchschnitt. 

Die Ursache der relativen Milchséiurearmut ist darum nicht in 
dem absolut niedrigen Milchsiuregehalt der Trikots zu suchen, in 
Gegenteil, nur in einem iibermaBig hohen Chlorgehalt. Da der pro 
zentyale Chlorgehalt des Schweibes wahrend der Anstrengung ungefabr 
konstant ist, folgt hieraus, daB, wenn viel Chlor, d.h. viel Schweil 
abgeschieden wird, der Milchséuregehalt des Schweibes niedrig ist 


Wenn man hiermit die Fille vergleicht, wo das Verhaltnis Milchsaure 
:Chlor gréBer ist als 1. 





Milchsaure Chlor Verhaltnis 
mg g . 
1. Torwarter Argentinien ...... 181 90 2,0 
2. . a oP oe Peo! a 705 485 1,45 
3. Stirmer - i ee 358 285 1,25 
4. - WN bs Sas ss 288 250 1,15 
5. Torwirter Uruguay ........ 378 174 2,20 
6. Verteidiger _,, a a eee 291 126 2,34 
7. * es. 5 o6 Ses 478 428 1,10 
8. . ESS = Sanaa eel ot 590 445 1,30 


In diesen acht Fillen, wo ein relativ chlorarmer SchweiB aus 
geschieden ist, ist gerade eine sehr geringe Chlorausscheidung in 
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.psoiuten Sinne die Ursache des relativen Milchsiurereichtums. Wenn 
van bedenkt, daB der durchschnittliche Chlorgehalt eines Trikots 
nach einem Wettkampf 846 mg ist, dann ist ersichtlich, dab der absolute 
(hlorgehalt der Trikots in den acht soeben genannten Fillen weit 
mter dem Durchschnitt liegt. Da der Chlorgehalt des Schweibes un 
vefahr konstant ist wahrend der Anstrengung, folgt hieraus, daB, wenn 
sehr wenig Schweif8 ausgeschieden wird, der Milchsiuregehalt des 
SchweiBes hoch ist. 


Hiermit stimmt auch iiberein, daB es besonders die Torwarter 
sind, welche sich verhaltnismabig wenig bewegen, die relativ milch- 
siurereichen SchweiB ausscheiden. Wir diirfen darum schlieBen, dab 
gerade im Anfang des Schwitzens ein milchsdéurereicher Schweib aus- 
geschieden wird, spater ein relativ milchsiurearmer Schweib. 


Diese Tatsache ist fiir die Sportphysiologie von groBer Bedeutung. 
Jeder kennt die Erscheinung des ,,second wind’. Kurz nach Anfang 
der Anstrengung kommt ein Augenblick, wo es scheint als ob die Arbeit, 

B. das Laufen oder das Rudern, tibermaBig schwer ist, dann, nach 
| bis 2 Minuten, bricht der SchweiB aus und nun erscheint die Arbeit 
mit viel weniger Anstrengung zu gehen. 


Friiher dachte man stets, daB durch die Verdampfung des Schweibes 
eine Abkiihlung zuwege gebracht wurde, welche die Anstrengung 
leichter erscheinen lieb. 


Hill hat eine andere Erklarung gegeben. Sofort nach Anfang der 
\nstrengung entsteht eine CO,-Anhiufung im Blute, welche Anlab 
zu dem Ermiidungsgefiihl gibt. Zu gleicher Zeit steigt jedoch der 
Milchséiuregehalt des Blutes, welcher, wenn er hoch genug ist, CO, 
heraustreibt, weil die Milchsaure eine starkere Saure ist als die Kohlen- 
siure. Das Heraustreiben der itibermaBigen CO,-Anhaufung geht 
zusammen mit dem Erleichterungsgefiihl, dem sogenannten ,,second 
wind", 


Auf Grund der in diesem Artikel erwahnten Tatsachen meinen 
wir, daB noch ein anderer Faktor bei dem Entstehen des ,,second wind” 
von Bedeutung sein kiénnte. Wenn man bedenkt, daB der Schweib. 
gerade bei dem Ausbrechen, soviel Milchsaiure enthalt, dann ist es 
deutlich, daB beim Anfang des Schwitzens eine nicht unbetrachtliche 
Menge der zirkulierenden Milchsiure mit dem Schweibe dem Blute 
entzogen werden muB. Wir verkennen nicht, dab die zwei an erster 
Stelle genan: ten Ursachen fiir den ,,second wind’ weitaus die wichtigsten 
sind. Wir méchten jedoch auch in der Verminderung des ibermabigen 
Milchséuregehalts des Blutes durch das Schwitzen einen Teil der 
Erklarung des ..second wind’ suchen. 
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Auberdem geben die hier angefiihrten Analysen einen 
tiimlichen Blick auf die spezifischen Funktionen der Haut. 

Wie gesagt, enthailt der SchweiB, welcher wahrend langwierige, 
Anstrengung ausgeschieden wird, durchschnittlich 0,2 bis 0.3 
und 0,11 bis 0,17°,, Milchsiure (im Anfang ist der Milchséurege| 
selbst héher). 

Wenn man bedenkt, daB der Cl-Gehalt des Plasmas ungefi}) 
0,3°,, ist und der Milchsiuregehalt 0,015°,, dann sieht man, dal de 
Cl-Gehalt von Schwei8 und Plasma ungefahr gleich ist, der Milchsiur 
gehalt des SchweiBes aber mindestens zehnmal hoéher ist als der Mile! 
siuregehalt des Plasmas. Die Haut arbeitet also mit Hinsicht auf «as 
Chlor wie ein Ultrafilter, dagegen besitzt die Haut eine echte Mile! 
siureexkretion. 

SchlieBlich muB man Rechnung halten mit der Milchsauresekret i: 
durch die Haut in dem SchweiBe bei den Versuchen, wobei man di 
Beziehung zwischen dem Zustand der Herzmuskel und der Schnelligkeit 
womit Milchsaure aus der Blutbahn entfernt wird, bestimmen wil! 
Eppinger zeigte, daB nach Einspritzung von 4g Natriumlactat de 
Milchsiuregehalt des Blutes bei normalen Menschen kaum steigt 
dagegen wohl bei dekompensierten Herzpatienten!. Es ist klar, dai 
das Wohl- oder Nichtschwitzen des Patienten bei oder nach der intra 
venésen Einspritzung in dieser Hinsicht einen Unterschied machen 
kénnte. 

Zusammenfassung. 


Vor dem Wettkampf wurde im Harn von 55 Fufballspielern nw 
eine Spur Milchsaure gefunden. 

Nach dem Wettkampf wurden im Harn von 74 FuBballspielern 
nur héchstens Spuren Eiweif gefunden. Zweimal war Glykose vor 
handen. 

Nach Wettkampfen, welche an warmen Tagen gespielt wurden 
wurde im Urin von 55 FuBballspielern nur sechsmal mehr als 60 mg 
Milchsiure gefunden. 

Dagegen wurde in drei Wettkampfen, welche an kalten Tagen 
gespielt wurden, im Urin von 32 Spielern 16mal mehr als 60 mg Milch 
siure nachgewiesen. 

Auf Grund der Tatsache, daB derselbe Spieler nach dem Wett 
kampf an einem warmen Tage weniger Milchsiure ausscheiden kann 
als an kalten Tagen, war es méglich, daB wihrend der Arbeit Milc! 


1 Perger, Klin. Wochenschr. 1927, S. 1324. 
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re in bedeutenden Mengen auf anderem Wege als dem Urin den 
Korper verlabt 

Tatsichlich sind im Schweibe groBe Mengen rechtsdrehender 
Milchsaure vorhanden 

Wihrend eines FuBballwettkampfes (1! Stunden) bei sonnigem 
Wetter wurden mit dem SchweiBe durchschnittlich 1,1 bis 2.2 g 
Milchsdiure ausgeschieden (55°, von 2 bis 4g Chlor). In einigen Fallen 
vermutlich mehr 

Am Anfang des Schwitzens besitzt der Schweif mehr Milchsaure 
ils am Ende. 

Der Milchsaiuregehalt des SchweiBes kann zehnmal hoéher sein als 


der Milchséuregehalt des Blutes 





Die spezifisch-dynamische Wirkung und das vegetative 
Nervensystem. 


Von 
Stefan Ederer und Josef Wallerstein. 
(Aus der Kinderklinik der k6énigl. ungar. Universitat in Pécs.) 


(Eingegangen am 8. Dezember 1928.) 


Der Zweck der Untersuchungen war, den EinfluB des vegetativen 
Nervensystems auf die spezifisch-dynamische Wirkung (s.d.W.) zu 
priifen, insbesondere, da Menschenexperimente noch nicht vorliegen 
Unser klinisches Material war aber geeignet dafiir, denn wir hatten 
einige Knaben sowie die Versuchspersonen J.H., K. B. und T. L 
die seit langerer Zeit in der Klinik unter Kontrolle standen und an 
Respirationsversuchen trainiert wurden. A. 7’. war eine Pflegeschwester 
der Sauglingsstation, die gich den Versuchen unterworfen hat und 
deren Diat und Beschaftigung auch iiberwacht werden konnte wahrend 
der ganzen Versuchsperiode. 

Die ausgeatmete Luft wurde in Douglassicken gesammelt und im 
Haldaneapparat analysiert. Die Zeitdauer der einzelnen Stichversuche 
war 10 bis 12 Minuten. Zur Ausschaltung des sympathischen Nerven 
systems haben wir Ergotamin subkutan injiziert, das uns in dem Pri 
parat ,,Gynergen’ der Firma Sandoz zur Verfiigung stand. 1 cem 
Gynergen enthalt 0.5 mg Ergotamintartrat. 

1. Betrachten wir zunachst die Versuche mit Dextrose. In den 
Versuchen 1 und 2 wurden 2g Dextrose pro Kilogramm Koérper 
gewicht per os eingefiihrt. 

Die s. d. W. betrug nach 30 Minuten 13 bzw. 11°,. Das Maximum 
fallt also in die dritte Viertelstunde nach der Einverleibung des Zuckers 
wenn wir die 10 Minuten der Versuchsdauer hinzurechnen. Vermindert 
man die Menge des Zuckers auf 1 g pro Kilogramm Kérpergewicht 
wie im Versuch 3 —, so war schon nach 30 Minuten die Wirkung ab 
gelaufen und das Maximum von 7,2°,, war schon nach 10 Minute 
vorhanden. 

Ist die aufgenommene Zuckermenge noch kleiner, z. B. 20g i 
Versuch 4, so ist schon nach 20 Minuten keine Wirkung mehr nach 
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isen, nur unmittelbar nach der Nahrungsaufnahme war eine 
stelle Erhéhung von 18°, erkennbar. 

Mit abnehmender Zuckermenge verkiirzt sich die Dauer der s.d.W 
lie Kurve wird steiler und das Maximum verschiebt sich gegen den 
\usangspunkt. Diese Verschiebung des Maximums ist vorlaufig 
jicht ganz sicher zu erklaren. Es scheint aber, daB die Form der Kurve 
von der jeweiligen Konzentration der Nahrung abhingig ist. Das 
ofortige Einsetzen der s. d. W. aber kann immer nachgewiesen werden. 
wuabhangig von der Nahrungsmenge. Es erhebt sich nun die Frage. 
ib es die resorbierten Substanzen oder irgendwelche Depotsubstanzen 
des Kérpers sind, die als Material der stoffwechselsteigernden Reaktion 
dienen. Waren es Depotsubstanzen, so miissen diese auf den Reiz der 
Nahrung oder der Resorption mittels eines Korrelationsmechanismus 
mobilisiert werden. Die sofortige Auslésung der s.d.W. durch die 
Nahrungsaufnahme spricht fiir diese Annahme. Auch der Johanson- 
effekt spricht dafiir. 

2. Spritzt man das sympathicuslihmende Ergotamin unter die 
Haut, so wird die s.d. W. aufgehoben. Da es sich um keine Gift- 
wirkung handelt, zeigt der Umstand, daB es bei den angewandten 
minimalen Dosen zu gar keinen unangenehmen Nebenwirkungen 
kommt und diese ohne etwaige subjektive Beschwerden vertragen 
werden. 

Zur Bestimmung der minimalen und noch wirkungsvollen Dosis 
haben wir in den folgenden Versuchen mit stufenweise fallenden Dosen 
gearbeitet. Nach Injektion von 0,6 cem Gynergen entsteht zunachst 
eine negative Phase von 27°,,, 30 Minuten nach der Zuckergabe 
und 50 Minuten nach der Injektion (Versuch 6). Statt einer Erhéhung 
des Stoffwechsels entsteht bei dieser Dosis eine Erniedrigung des Sauer- 
stoffverbrauchs. Nach 0,3 cem Gynergen bleibt der Umsatz ohne jede 
Verainderung an demselben Ausgangsniveau (Versuch 5). Auch nach 
0.2 cem blieb jede Umsatzsteigerung aus. Die Hemmung der s.d. W 
ist vollstandig. Auch um keine Verschiebung handelt es sich, denn 
der Umsatz konnte 2 Stunden verfolgt werden, ohne jede Erhebung 
zu zeigen (Versuch 7). 

Erst die Dosen von 0,1 und 0,05 cem Gynergen sind wirkungslos 
wie es die Versuche 8 und 9 zeigen, die s. d. W. ist hemmungslos 
vorhanden. 

3. Nach intravenéser Applikation von einer 50°,igen Zucker- 
lésung entsteht eine sofortige Erhéhung in der ersten Viertelstunde., 
die sich weiter steigert, von 9 auf 17°, in der zweiten Viertelstunde 
(Versuch 10). 0,3 cem Gynergen unterdriicken auch bei intravendser 
Applikation die s.d.W., sogar eine negative Phase zeigte sich auch 
hier, von 16°, (Versuch 11) 
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4. In den Versuchen mit Fleisch bewies sich die hemmende Wir} 
des Ergotamins auch einwandfrei. 

0,3 cem Gynergen hemmten die s. d. W. nach 150g Br 
und 50g Brot gianzlich bei dem zehnjihrigen Knaben J. H. (\e 
such 14). Bei dem 18jahrigen Madchen A. 7. zeigte sich nach 0.5 coy 
Gynergen nur eine relative Hemmung. Die Steigerung bestand namic! 
in 14 statt 32°,, im Normalversuch (Versuche 12 und 13), die s.d. \ 
wurde hier nur auf die Halfte der normalen Héhe herabgedriickt 


SchluBlolgerung. 


Da die s.d. W. durch Lahmung des sympathischen Nervensystems 
ginzlich gehemmt werden kann, so mu der Sympathicus im Mechanis 
mus der s. d. W. eine entscheidende Rolle spielen. Die Héhe des s. d. \\ 
ist von dem Tonus und von der Erregung des Sympathicus abhdngig 
Da weiterhin die s.d.W. unmittelbar nach der Nahrungsaufnalhm: 
entsteht, so kann der Folgerung mithin nicht entgangen werden, dai 
Depotstoffe in kiirzester Zeit nach der Nahrungsaufnahme mobilisiert 
werden, denn eine Resorption von entsprechendem Mabe kann nicht 
angenommen werden. Dat die fragliche Depotsubstanz méglicherweis: 
das Glykogen sein kann, dafiir wiirde der Johanson sche Effekt sprechen 
nach welchem bei Glykogenschwund der Leber die s. d. W. nach Zucker 
nicht vorhanden ist. Zur schnellsten Mobilisierung bedient sich der 
Organismus des Reflexweges durch das sympathische System. Der 
Reflex diirfte wahrscheinlich von der Darmschleimhaut ausgelist 
werden. Der Vorgang spielt sich vermutlicherweise in gleicher Weis: 
ab, wie die alimentire Hyperglykimie, die durch Ergotamin auch 
gehemmt werden kann (Hetényi, Pogadny). 

Alle sympathischen Reize miissen daher die s. d. W. erhéhen. Und 
die verschiedenen individuellen Kurventypen der s.d. W. sind ei 
Ausdruck des konstitutionellen vegetativen Gleichgewichts. 


Zusammenfassung. 

1. Die spezifisch-dynamische Wirkung (s.d.W.) kann durch das 
sympathicushemmende Ergotamin vollstandig gehemmt werden 

2. Die s.d. W. ist unmittelbar nach der Nahrungsaufnahme nach 
weisbar. 

3. Dem Mechanismus der s.d. W. steht ein sympathischer Refli 
vorgang zugrunde, der vermutlich durch den Darmschleimhautreiz 
ausgelést wird und den vegetativen Anteil dieser Korrelation zwischen 
Nahrungsreiz und s. d. W. bildet. 

4. Die konstitutionelle vegetative Gleichgewichtslage mu folg: 
richtig an dem individuellen Kurventypus der s. d. W. gemessen werde: 
kénnen. 
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, O» com Ven- Oy, ccm Ven- 
. -~* Bemerkung ‘pro — R.Q ‘pro a" 
Min Min Min. Min 
8. K. B. Grundumsatz 1415 3,77 0,676 
9 Jahre O,l com Gyneragen, 
26 kg nach 40 Min 
50 ¢ Dextrose 
nach 27 Min. 159.3 5,28 ; 
9. K. B. Grundumsatz 1410 4.04 0,732 
26 kg 0,05 com Grynergen, 
nach 84 Min 
30 g¢ Dextrose 
nach 34 Min. 1584 4.18 Os 
oe FT. a Grundumsatz 158.8 4,728 0.798 
12 Jahre 15 q 50% iger 
32 kg Dextrose intravends 
nach 3 Min. 178.4 4.908 O81 
—— a 186.5 6.11 OSD 
= 1 Std 121.3 73 O06 
nu. F. & Grundumsatz 165.2 5,301 0,772 
32 kg 0,3 com Gynergen, 
nach 52 Min. 
15 q 50% wer 
Dextrose in travends 
nach 1 Min. 137.5 5,216 0 
21 1642 546 0,637 
~ 1 Std. 146.0 453 061 
12. A. T. Grundumsatz 210.5 6492 0,777 
18 Jahre 1509 Fleisch 
56 kg DO ¢ Brot 
nach 3 Std. 277.6 10,36 | 0.951 
fl 940.0 10.02 0.944 
ma. F. Grundumsatz 207.5 7,25 0,803 
56 kg 150 q Fleisch 
50 ¢ Brot, 
nach 1 Std. 45 Min. 
O8cem Gynergen 
nach 3 Std. 237, 7,18 0,775 
ma tel 224.0 586 0.797 
14. J. H. Grundumsatz 1788 5,20 0,694 
33 kg O03 cem Gynergen, 
nach 68 Min. 
150 q Fleisch 
50g Brot 
nach 2 Std. 9 Min. 167.1 486 0,7! 
ow 179.4 485 0.65 








Spezifisch-dynamische Wirkung und vegetatives Nervensystem. 339 


= Literatur. 
ibelin, diese Zeitschr. 187, 273, 1923; 149, 109, 1923 {metadt, 
daselbst 165, 168, 1924. Arnoldi, Zeitschr. f. exper. Med. 42, 502, 
1924. Benedict, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 110, 154. Geelmuuden 
| bn. d. Physiol. 24. Grafe, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 118, 1, 1926; 
Ervebn. d. Physiol. 21, 1923. D. Jahn, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 159, 
35. 152, 1928. Leimdoérfer, diese Zeitschr. 188, 409, 1922. Liebesny, 
Wiener klin. Wochenschr. 88, 7, 80; diese Zeitschr. 144, 308, 1924 Liebe 
ehiitz-Plaut und Schadow. Piliigers Arch. 214, 1926: 217, 723. Loew 
, Klin. Wochenschr. 46, 2169, 1927. Lusk, Journ. of biol. Chem. 36, 415, 
1918; 60, 497, 1924. Mansfeld und Z. Horn, Deutsch. med. Wochenschr 
16, 646, 1928. Meyerhof, Lohmann und Meier, diese Zeitschr. 157, 459, 
1925. Nakayama, ebendaselbst 156, 381, 1925. R. Plaut, Deutsch 
Arch. f. klin. Med. 189, 285. Tangl, diese Zeitschr. 84. 1, 1911 Zuntz 
Ry ind Mehring, Pfliigers Arch. 15, 634, 1877 
Nachtraq bei der Korrektur. Eine Arbeit von F. Aerti iiber ahnliche 
Versuche wurde uns erst bei der Ubersicht der Korrektur bekannt, die 
wie wir nachtriaglich bestétigen im August erschien (Wiener Klin 
ONE Wochenschr. 1928, Nr. 31), als wir unsere Versuche schon beendet hatten 
1, B5¢ Wir erkennen bereitwilligst an, daB F. Kerti betreffs des Gynergeneffekts 
AL auf die s.d. W. zu gleichen Resultaten wie wir gelangt, nur verdéffent 
ichte sie dieselben zeitlich friiher als wir. 
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Zur Bestimmung der verschiedenen stickstoffhaltigen 


Harnbestandteile auf dem Wege fraktionierter Sublimatfallung, 


Von 
B. Lustig und B. Speiser. 


(Aus dem pathologisch-chemischen Laboratorium der Rudolfstitt 


Wien III.) 


(Eingegangen am 8. Dezember 1928.) 


So sehr die physiologische Chemie unsere Kenntnisse itiber ci 


stickstoffhaltigen Harnbestandteile und ihr quantitatives Verhaltnis 


zueinander beim normalen und kranken Organismus vermehrt hat 
so ist ihre Anwendung auf der Klinik noch gering. Es werden gewohnlic! 
Gesamtstickstoff, Harnstoff, vielleicht das eine oder das andere Ma 
Harnsaure quantitativ bestimmt. Dies findet seine Erklarung in | 
Unmdglichkeit, auf verhiltnismaBig einfache Weise die einzelne 
stickstoffhaltigen Bestandteile des Harns zu bestimmen. Man n 

entweder die einzelnen verschiedenen Bestandteile nach ebenso ver 


er 


schiedenen Methoden bestimmen, wozu oft Mengen notwendig sind 
die bei pathologischem Harn nicht vorhanden sind, oder die kolor 
metrischen Methoden der Amerikaner verwenden, die bei der Au: 
fiihrung am pathologisch stark gefarbten Harn mit so viel Schwierig 
keiten verbunden sind, dab jedes Jahr neue Modifikationen mit sic! 
bringt. 

Es sind in der Literatur drei Verfahren angegeben, die versucher 
ein und derselben Harnportion die verschiedenen stickstoffhaltigen Ham 
bestandteile zu bestimmen, und zwar die Phosphorwolframséurevertal 
von M. Pfaundler und von M. Kriiger-Schmidt?, welche neben schw: 
Ausfiihrbarkeit die stickstoffhaltigen Harnbestandteile in vier willkiirlic! 
Gruppen bestimmen, ohne die einzelnen Bestandteile quantitativ vi 
einander zu trennen. Ferner das Sublimatverfahren von E. Frew 
R. Fellner*. Dieses gestattet, in einer Harnportion mit Hilfe des Sublimat: 
eine weitgehende Fraktionierung beim normalen Harn durchzufiihres 
Man bekommt durch Zugabe von Sublimat, Natriumacetat und S: 
nacheinander im normalen Harn mehrere Fraktionen, von denen die e1 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 80, 75, 1900. 
2 Ebendaselbst 31, 566. 1900/01. 
Ebendaselbst 36, 401, 1902. 
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jie Alloxurkérper, die zweite Kreatinin und Ammoniak, die dritte mit 
Soda den restlichen Harnstickstoff (Harnstoff) enthalt. 
Die Volistandigkeit der Fallung mit Sublimat laBt sich nach BE. Freund 
R. Fellner (s. oben) nur dann erreichen, wenn eine geniigende Sublimat- 
nage vorhanden und eine bestimmte Alkalinitét eingehalten wird. Das 
Sublimat (in wasseriger gesittigter Lésung) muB im Verhaltnis zu dem 
m Harn vorhandenen stickstoffhaltigen Bestandteilen zugefiigt werden, 
ind zwar bis keine weitere Sublimatbindung seitens der Harnbestandteile 
stattfindet. Dies ist daran erkennbar, da®B ein herausgenommener Tropfen 
der Fliissigkeit mit Sodalésung die erste Gelbfirbung ergibt, was durch 
\usscheidung von HgO bedingt ist. Ein dariiber hinausgehender Sublimat- 
zusatz ergab keine weiteren Vorteile. Da beim bloBen Zusatz von Sublimat 
zu alkalischen Harnen Teile des Kreatinins und Ammoniaks mit fallen, 
andererseits in stark saurem Harn die Fallung der Purinkérper beein- 
trachtigt wird, bestimmten sie mit Hilfe von alizarinsulfosaurem Natrium 
ils Indikator die Reaktion (Neutralfarbung deutliches Orangerot mit 
starkem rétlichen Stich), welche eine scharfe Trennung ermdglicht. 

Wir versuchten nun, durch Ausbau und Modifizierung des Ver- 
fahrens die im Harn vorhandenen stickstoffhaltigen Substanzen, 
insbesondere in pathologischen Harnen, quantitativ voneinander zu 
trennen und zu bestimmen. Wir fihrten zunichst mit Hilfe von 
Indikatoren eine genaue Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration 
durch, bei welcher die Trennung der Alloxurkérper vom Kreatinin 
nach dem Versetzen von Sublimat quantitativ verliuft. Das not 
wendige py ist 5,2, was mit Hilfe des Mischindikators Methylrot- 
Methylenblau nach Kolthof/! genau bestimmt werden kann. Der Misch- 
indikator wird durch Vermischen von einem Teil (),2 °,,iger alkoholischer 
Methylrotlésung mit einem Teil 0,1 °/,iger alkoholischer Methylenblau.- 
lisung hergestellt und muB in dunkler Flasche aufbewahrt werden. 
Bei pu 5,4 ist seine Farbe schmutzig blau, bei pg 5,6 schmutzig griin, 
bei pu 5,2 rotviolett. Im Falle der Harn saurer oder alkalischer ist, 
werden 5ccm Harn mit zwei bis drei Tropfen Indikator versetzt und 
mit n/4 Salzsiure oder Lauge auf den gewiinschten Farbton rotviolett 
titriert. , 

Zur Analyse werden 50cem Harn mit der an einer Vorprobe 
von 5ecm in der oben erwahnten Art gefundenen aliquoten 
Siure- oder Laugenmenge und Sublimatlésung versetzt, der Nieder- 
schlag einige Zeit absetzen gelassen und filtriert. Der Nieder 
schlag wird mit 1° ,iger wisseriger Sublimatlésung nachgewaschen. 
Bei Einhaltung der oben angegebenen Bedingungen (geniigende 
Sublimatmenge und pq von etwa 5,2) enthalt der Niederschlag die 
gesamten Purinkérper, Mucinsubstanzen und die Hauptmenge der 
Farbstoffe, bei pathologischen Harnen die gesamten Eiweibkorper 
(Albumin, Globulin, Nucleoalbumin und Albumosen), mit Ausnahme 


1 Diese Zeitschr. 198, 26, 1927. 


Biochemische Zeitschrift Band 206. 
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des Peptons. Der Niederschlag und das Filtrat werden mit H,S 
quecksilbert, der Schwefelwasserstoff durch Luftdurchsaugen ! 
trieben und auf Ammoniak, Kreatinin, Harnséure, Eiwei8, Harns: fj 
und Aminosduren untersucht. Es sind im Niederschlag die Mur: 
probe (Harnsaure), Millon, Xanthoprotein (Nucleoalbumen) und |, 
eiweiBhaltigen Harnen Biuret positiv. Im Filtrat des Sublimatnied« 
schlags sind umgekehrt die Reaktionen auf Kreatinin, Ammoniak 
Harnstoff (Schiffsche Furfurolreaktion') und Aminosauren (Chir 
reaktion') positiv, wihrend sie im Niederschlag negativ sind 


I. Sublimatfillung. 


Aus der Sublimatfallung lassen sich die Purinkérper, Guanidin 
und ein Teil des Farbstoffs durch Behandlung mit warmer, verdiinnter 
0,5° iger Salzsiure von den EjiweiBstoffen trennen Bei langeren 
Stehenlassen der salzsauren Lésung empfiehlt es sich, der Salzsiiun 
einige Tropfen Sublimatlésung zuzusetzen, um den manchmal statt 
findenden Zerfall des Harnsiurequecksilbersalzes zu verhindern 

Der Eiweibriickstand mit salzsaurem Alkohol behandelt, gibt den 
Rest der Farbstoffe, soweit sie nicht an Eiweif gebunden sind. a} 
Die Purinkérper werden aus der salzsauren Lésung durch Versetzen 
mit Natriumacetat teilweise, durch Versetzen mit Soda quantitatiy 
ausgefallt. 

Um eine weitere Trennung der im Sublimatniederschlag vor 
handenen Substanzen zu erreichen, haben wir die Lislichkeit der Queck 
silbersalze in verschiedenen Reagenzien (Saiure oder Lauge) untersucht 
dann versucht, ob durch Behandlung des Sublimatniederschlags mit 
den gleichen Reagenzien hintereinander eine quantitative Trennung 
moglich ist, und ob zum Harn zugegebene Substanzmengen quantitatiy 
in der entsprechenden Fraktion wiedergefunden werden. Untersucht 
wurden die einzelnen Purin- und EiweiBkérper. Das Albumin und 
Globulin wurden aus Serum durch fraktionierte Fallung mit (N H,)oS0, 
ausgefallt und gegen flieBendes Wasser bis zum Verschwinden des 
Ammoniaks dialysiert. Die Albumosen wurden durch Sattigen eines 
albuminfreien Harns mit Kochsalz ausgefallt, mit gesattigter Kochsalz 
lésung gewaschen, dann in verdiinnter Soda geléist. Adenin, Hypo 
xanthin, Paraxanthin wurden in heiBer, neutraler, Xanthin, Harnsaur 
in schwach sodaalkalischer, das Globulin und Albumosen in schwac!h 
kochsalzhaltiger, sodaalkalischer Lésung mit Sublimat behandelt und 
der Niederschlag abzentrifugiert. Die Quecksilbersalze der Alloxur 
kérper wurden auch auf ihre Wiederfallbarkeit mit Soda oder Laug: 
aus saurer Lésung gepriift. 


' Huppert-Neubauer, Analyse des Harns, 11. Aufl., 1911. 
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Tabelle 1. 


Léslichkeit der Quecksilbersalze. 





“OR 03. 0.5%) HCI 
CH; COOH oder Hy, SO, Na, CO Na OH 
loslich losheh wiederfallbar 

Xa mn. , _ wiederfallbar 
sanidin-Car- 

yvonat 

araxanthin e s 
Hypoxanthin 2 
larnsaure . unloslich = = as 
{ibumosen 

Proto) .. 2 unloslich loslich loalich 
ilobulin . . a zs unloslich - 
\ibumin.. . ” ” ” 


Nachdem die verschiedene Léslichkeit der Harnbestandteile der 
Gruppe L in Saure oder Lauge festgestellt war, versuchten wir, durch 
Behandlung des Sublimatniederschlags mit verdiinnten Sauren und 
\ikalien hintereinander eine quantitative Trennung der Bestandteile 
zu erreichen. 

Der Niederschlag wurde mit warmer, 0,3 ° ,iger Essigsaure, 0,5 ° ,iger 
Salzsiure (+ 2 Tropfen gesatt. HgCl,), 1 ’.iger alkoholischer Salzsiure 
ind mit 1 °,iger Sodalosung und | °.iger Lauge hintereinander behandelt 
In die Essigsiiture gehen die Xanthinbasen tiber, in die Salzsaure die 
Harnsiure mit einem Teile der Farbstoffe, in den salzsauren Alkohol 
nur Farbstoff. Der in der verdiinnten Salzsaure mitgeléste Farbstoff 
ist im normalen Harn nur in sehr geringer Menge vorhanden und abt 
sich durch Ausschiitteln mit Chloroform oder Amylalkohol entfernen 
Der in Chloroform oder Amylalkohol geléste Farbstoff ist frei von 
Purinkérpern und ergibt mit dem salzsauren Alkohol vereinigt die Farb 
stoffe der Gruppe I (Sublimatniederschlag) 

Die in Essigsaure léslichen Xanthinbasen sind mit Soda quantitatiy 
fillbar. Die Fallung ist in Essigsdure nicht wieder vollstandig léslich 
Die Essigsiure-, Salzsiure- (nach dem Ausschiitteln der Farbstoffe) und 
salzsaure Alkoholfraktion wurden entquecksilbert und auf Gegenwart 
eventueller Beimengungen fremder Substanzen untersucht. Die in der 
Essigsiure vorhandenen Kérper ergeben bei der Murexidprobe Gelb- 
firbung, welche beim Erhitzen mit Lauge blau wurde. Beim Versetzen 
mit ammoniakalischer Ag-Lésung zeigte sich eine weibe Fallung, die 
sich durch nachfolgende Reduktion braun farbte, welche Reaktion 
auch die HCl-lésliche Fraktion aufwies. Ein Teil der Lésung wurde 
im Vakuum zur Trockne eingedampft und der Elementaranalyse 
unterworfen. Diese ergab bei verschiedenen Harnen 

C 32,8 bis 39.9°,,, H 2.85 bis 3,92°,, N 34,1°, 


I3* 
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Werte, die von der Zusammensetzung der einzelnen Xanthinbasen »\.-}); 


rt 
viel abweichen. Die Salzsiurefraktion ist nach der Entquecksilbey jin, 
in wiasseriger Lisung unléslich, in schwach sodaalkalischer Lisung § 1, 
loslich, zeigt unter dem Mikroskop die charakteristischen Harnsii\ir ilk 
kristalle und gibt, mit HNO, eingedampft, eine zwiebelrote Fiirbiny - 
die mit Lauge blauviolett, mit Ammoniak rotviolett wird. Die Ver ou 
brennungswerte stimmten mit denen der reinen Harnsaure iibereiy Sc! 
Im salzsauren Alkoholextrakt konnten weder EiweiBstoffe noch Puri: wn 
kérper nachgewiesen werden. Der Riickstand nach der Extraktio, hes 
mit salzsaurem Alkoho} war bei normalem Harn sehr gering, in Soda 
vollkommen léslich und ergab Biuret und Murexid negativ, Millo: 
und Xanthoproteinreaktion positiv, was mit den Reaktionen eine: ” 
geringen Nucleoalbuminmenge iibereinstimmt. Bei eiweiShaltige; en! 
Harnen blieb nach der Behandlung mit Soda ein in Na, CO, unléslicher H 
in Lauge unter teilweiser Quecksilberabscheidung léslicher Kéorper 2 
der nach der Entquecksilberung alle Reaktionen der EiweiBkérper § "“ 
zeigte, zurtick. Im Falle im Harn Albumosen vorhanden waren, zeigt: 
der in Soda lésliche Teil positive Biuretreaktion. eb 
Auber den EiweiBkérpern befinden sich im Sublimatniederschlag . 
die Hauptmengen der pathologischen Farbstoffe. So konnten wir " 
bei frischem Fieberharn im salzsauren Alkoholauszug Uroerythrin (Griin 
farbung mit Lauge und Reduktion mit ammoniakalischer Silberlésung'! - 
bei manchen pathologischen Harnen auch Urorosein! (mit Siéure Rosa , 
mit Ammoniak Gelbfairbung, die beim Ansiuern wiederkehrt), nach ah 
weisen. Urobilinogen ist zur Ganze, Urobilin zum groBen Teile im “ 
Sublimatniederschlag vorhanden. Der Rest des Urobilins findet sich 
i 


im Niederschlag II (Natriumacetatfillung). Das Urobilinogen ist bei 
schneller Verarbeitung des Harns mit Fhrlichschem Reagens in der 
Salzsdurefraktion nachweisbar. Urobilin lést sich zum Teil schon in 
der Essigsiure, zum Teil in der Salzsiure. Beide Farbstoffe kénnen 
aus den Lésungen durch ein- bis zweimaliges Ausschiitteln mit Amy! 
alkohol gewonnen werden, weniger gut mit Chloroform (vier- bis fiinf 
maliges Ausschiitteln). Nicht ausschiittelbar waren sie mit Petrolithe: q' 


Schwefelkohlenstoff und Amylither, schlecht mit Essigither. P 
ae 

Wir versuchten, aus einer gréBeren Harnmenge das Urobilin zu fi 
gewinnen, um es naher untersuchen zu kénnen. 400 cem eines urobilin B 
reichen Harns wurden mit Sublimat gefillt. Der Niederschlag mit ds 
warmer Salzsiurelésung behandelt, wodwech das gesamte Urobilin _ 
\é 


neben den Purinkérpern in Lésung ging. Ein Versuch durch direkt: 
Extraktion des Niederschlags mit salzsaurem Alkohol, das Urobilin 


1 Abderhalden, Handb. d. biolog. Arbeitsmethod., Lfg. 163; BE. Schn 
Harnfarbstoffe, S. 540ff. 
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frei von anderen Stoffen zu gewinnen, ergab ein negatives Resultat 
ia ummer ein Teil der Purinkérper mit in Lésung ging. Die salzsaure 
Lisung wurde mit Chloroform fiinfmal ausgeschiittelt (aus amy! 
Jkoholischer Lésung konnte der Farbstoff nur zersetzt gewonnen 
werden) und das Chloroform im Vakuum eingedunstet. Der Riickstand 
wurde mit Wasser—Alkohol im Verhiltnis 1:1 aufgenommen, mit 
Schwefelwasserstoff entquecksilbert, dann im Vakuum eingedampft 
md der Elementaranalyse unterworfen. Die erhaltenen Werte waren 
bezogen auf organische Substanzen: 
C 60,03 und 605°, H 7,91 und 8,25°,, N 856°, 


bei einem durchschnittlichen Aschengehalt von 11,73°,. Die Asche 
enthielt Fe,O,. Der Farbstoff war nicht hygroskopisch, die C- und 
H-Werte sind den von Hopkins-Garraud' (C 63,42 und 63,69°,, H 7.6 
ind 7,83 °,,), die C-, H- und N- Werte von den von Charnas? gefundenen 
nur wenig abweichend. 

Bei gallenfarbstoffhaltigen Harnen fallt fast der gesamte Farbstoff 
ebenfalls mit dem Sublimatniederschlag aus, der im Filtrat befindliche 
Anteil an Farbstoffen gibt beim Uberschichten mit verdiinnter Jod- 
lisung keine Gallenfarbstoffreaktion. 

Das im Sublimatniederschlag vorhandene Bilirubin ist unldslich 
n Essigséure, lést sich jedoch leicht in Salzsaure und alkoholischer 
Salzsiure. Aus der Salzsiurelésung ist es nicht mit Chloroform, wohl 
aber mit Amylalkohol in der Warme extrahierbar. Eine Umwandlung 
des Bilirubins in Biliverdin unter dem EinfluB des Sublimats nach 
Angabe von Schmidt* findet nur langsam und unvollstandig statt 
Biliverdin liste sich zum Teil schon in der Essigsiure, die Hauptmenge 
jedoch in Salzsiure und salzsaurem Alkohol. Die Lésungen mit Bili- 
verdin waren blaugriin, beim Versetzen mit Alkohol gelbgriin, in saurer 
Lisung gaben sie den Farbstoff leicht an Chloroform ab 

Ein Teil des Bilirubins ist an EiweiB gebunden und in salzsaurem 
Alkohol unlislich. Im Falle der EiweiBniederschlag nach der Ent- 
quecksilberung der Pepsinverdauung unterworfen wird, ist der Farbstoff 
im salzsauren Alkohol léslich. Wir glauben, das verschiedene Verhalten 
des Bilirubins auf zwei verschiedene Arten des Farbstoffs zuriick 
fihren zu kénnen, was mit den Angaben von Weltmann-Jost* fiir das 
Blutbilirubin iibereinstimmt. Diese Autoren fanden, daf ein Teil 
des Bilirubins an Eiwei8 gebunden ist, wahrend gewohnlich Bilirubin 
aus Galle gewonnen) mit EiweiB bei wechselnden auBeren Versuchs- 


1 Journ. of Physiol. 24, 326, 1893. 

2 Diese Zeitschr. 20, 401, 1909. 

* Huppert-Neubauer, Analyse des Harns, 11. Aufl., 58. 1347. 
* Deutsch. Arch. f. klin. Med. 161, 203, 1928. 
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bedingungen vermengt, keinerlei Absorption an dieses zeigt Das 
Verhaltnis der beiden Bilirubinarten zueinander (Absorptionswer 
wird klinisch ausgewertet. 

Im Harn vorhandene Skatoxylfarbstoffe fielen nur in Spure 
mit Sublimat aus, die Hauptmenge war im Natriumacetatniederse))!,, 
vorhanden. Indikan wurde erst bei der Sodafallung mitgefallt. was 
vielleicht auf komplexe Bindung der Farbstoffe mit verschiedene 
Harnsubstanzen hinweisen kénnte. Das Filtrat des Sublimatnieder 
schlags zeigte bei langerem Stehen (24 Stunden) eine Nachfillung 
welche frei von Eiweibkérpern, Purinkérpern, Harnstoff und Ammoniak 
war und aus Kreatinin bestand 


Il. Natriumacetatfillung. 


Das Filtrat der Sublimatfaillung wird mit einem Viertel bis ei) 
Drittel seines Volumens mit 50° ,iger Natriumacetatlésung versetzt 
wodurch Ammoniak, Kreatinin, der Rest der Farbstoffe, Allantoiy 
und eine stickstoffhaltige, stark reduzierende Substanz quantitatiy 
gefallt werden 

Der Niederschlag ist frei von Harnstoff und Aminosaduren. Ein« 
Verminderung der Natriumacetatmenge bewirkt eine unvollstandig: 
Fallung, ein exzessives Plus an Natriumacetat beeintrichtigt die weiter 
Fallung des Harnstoffs mit Soda. 

Der Niederschlag wird abfiltriert und mit 10° iger Natriumacetat 
losung gewaschen. Wir versuchten eine Trennung der Substanzen 
der Natriumacetatfallung zu erreichen, durch Behandlung mit schwachen 
und starken Saéuren. Doch konnte dadurch allein eine Trennung des 
Kreatinins vom Ammoniak nicht erreicht werden. Erst durch gleich 
zeitige Verwendung der aussalzenden Wirkung des Natriumacetats 
auf die Quecksilbersalze des Kreatinins neben verdiinnter Essigsaur: 
gelang es, das Ammoniak frei vom Kreatinin zu gewinnen. Die zw 
Trennung verwendete Lésung enthielt 35°, Natriumacetat und | 
Essigsiure. Der Niederschlag wird zweimal mit der heiBen Natrium 
acetatessigsiurelésung behandelt, wodurch das gesamte Ammoniah 
und eine ganz geringe Kreatininmenge in Lésung geht. 

Durch Stehenlassen iiber Nacht fillt die geringe Menge des 
Kreatinins wieder aus. Die Lésung war dann kreatininfrei und zeigt: 
auch bei langem Stehen keine weitere Nachfillung. Werden die Natrium 
acetatessigsdureausziige gesondert stehengelassen, so entsteht ir 
Nachfiillung nur im ersten Auszug, nicht aber im zweiten. Diese Nach 
fallung wird mit dem restlichen Niederschlag zusammen behandelt 

Bei Anwesenheit von Pepton im Harn befindet sich dieses in det 
Ammoniakfraktion. Zugesetztes Allantoin konnte ebenfalls quantitati\ 
in der Ammoniakfraktion wieder aufgefunden werden. Da Ammoniak 
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mit Quecksilbersalzen Verbindungen vom Typus N Hg, ANH, A bildet! 
welche beim Kochen mit Kalilauge nicht den direkten am Hg ge- 
bundenen N abgeben, wurde durch Zugabe von BaS oder K,S Queck- 
silber als Sulfid gefallt. dann ohne zu filtrieren Lauge zugegeben und 
das NH, in n/10 HCl tiberdestilliert. Bei Peptonharn wurde der Natrium 
acetatessigsdureextrakt in zwei Portionen geteilt In einer direkt 
nach BaS-Zugabe) das NH, bestimmt, der andere Teil wurde mit 
Soda gefallt und der Niederschlag kjeldahlisiert. Die Differenz ergibt 
den N-Gehalt des Peptons. 

Der Riickstand der Natriumacetat-essigsaure-extraktion _ ist 
ammoniakfrei. Durch Behandlung des Niederschlags mit 1° iger 
warmer Salzsaure geht das gesamte Kreatinin und die daran gebundene 
geringe Farbstoffmenge in Lésung, durch weitere Behandlung mit 
salzsaurem Alkohol der Rest der Farbstoffe 

Der Farbstoffanteil der Natriumacetatfaillung ist klein und beim 
normalen Harn kaum durch die schwache Farbung der Kreatinin 
salzsiurelésung und des salzsauren Alkohols nachweisbar. Bei farbstoff- 
reichen Harnen wurde die Kreatinin-Salzsiurelésung mit Chloroform 
oder Amylalkohol aufgeschiittelt, die extrahierten Farbstoffe mit 
dem salzsauren Alkohol zum Farbstoffextrakt des Natriumacetat- 
niederschlags vereinigt. Ein Teil der Farbstoffe ist an Kreatinin ge- 
bunden und 1aBt sich durch Ausschiitteln nicht entfernen. Aus einer 
griBeren Harnmenge (400 ccm) eines farbstoffreichen Harns wurde 
der Farbstoff der Natriumacetatfallung in der Weise dargestellt, dab 
der salzsaure Alkohol mit H,S entquecksilbert, mit Wasser verdiinnt 
und mehrmals mit CHCl, ausgezogen wird. Das Chloroform wurde 
im Vakuum verdampft und der Riickstand der Elementaranalyse 
unterworfen. Das Analysenergebnis ist: 

C 45,25°,, H 684%, N 9,06°,, 


bezogen auf organische Substanz bei einem Aschengehalt von 15,14° 
Werte, die mit denen des Urochroms (nach Hohlweg) (Analyse von 
Hohlweg? C 47,58°,. H 6,3°,, N 989°.) iibereinstimmten. Infolge 
geringer Substanzmengen konnten keine Kontrollanalysen ausgefiihrt 
werden. In urobilinreichen Harnen befindet sich ein Teil des Urobilins 
in der Farbstofffraktion der Natriumacetatfallung und kann aus dieser 
durch Extraktion gewonnen werden. Es wird Sache der weiteren 
Untersuchung sein, ob die verschiedene Fillbarkeit auf Unterschiede 
in der Art des Urobilins zuriickzufiihren ist. 

Der nach der Behandlung mit alkoholischer Salzsdure zuriick- 
bleibende geringe Riickstand ist braunrot, stickstoffhaltig, in Sauren 


1 Huppert-Neubauer, Analyse des Harns, 11. Aufl., 8. 523. 
® Diese Zeitschr. 18, 199, 1908. 
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unléslich und scheidet beim Versetzen mit Soda und Lauge Hg al) |), 
essigsaurer Lisung mit 10°, KJ versetzt, tritt gleichfalls eine str, 
Reduktion ein. Nach der Entquecksilberung mit H,S und Vertre)}yey 
des tiberschiissigen H,S im Luftstrom, konnte keine der oben ay 
gegebenen Reaktionen bei der Substanz gefunden werden. Beim Ver 
setzen mit Sublimat und Natriumacetat entsteht keine Fallung, i; 
Nessler gibt die Lésung eine griingelbe Firbung, bei alkalischer Reak: |, 
und auch in der Warme keine Reduktion. Millon-, Xanthoprotein 
Biuret-, Molisch-, Chinon- und Schiffsche Harnstoffreaktion sind 
negativ. Es findet also infolge der Entquecksilberung eine Zersetz ing 
der Substanz statt. Infolge ihrer geringen Menge und Zersetzbarkeit 
konnte eine weitere Untersuchung der Substanz nicht durchgefiihrt 
werden. 


Ill. Sodafillung. 


Durch Versetzen des Filtrats der Natriumacetatfillung mit Soda 
wird der gesamte Harnstoff, die Aminoséiuren, Hippursiure, Kreatin 
und Oxyproteinsiiure gefaillt. Ein zu groBer Uberschu8 ist zu ver 
meiden, da sonst ein wenn auch geringer Teil des Harnstoffs wieder 
in Losung geht. Die 20 °,ige Sodalésung soll nur bis zur stark alkalischen 
Reaktion gegen Phenolphthalein zugegeben werden. 


Wir versuchten eine Trennung der Aminosiuren und der Hippur- 
siure vom Harnstoff durch fraktionierte Fallung mit Soda durch 
zufiihren, da Aminosduren mit Sublimat erst bei einem Sodaiiberschut 
quantitativ aus der Lésung ausfallen, waihrend Harnstoff schon bei 
schwacher alkalischer Reaktion ausfallbar ist. Es wurde Sodalésung 
bis zur neutralen Reaktion gegen Lackmus, dann bis Phenolphthalein 
ganz schwach rosa und schlieBlich im Uberschu8 hintereinander zu 
gegeben, die einzelnen Fraktionen wurden mit H,S entquecksilbert 
die Lésungen auf Harnstoff und Aminosiuren untersucht. In der 
ersten Fraktion waren Aminosdiuren nicht nachweisbar, wohl aber in 
der zweiten, und besonders stark in der dritten Fraktion. Harnstoff 
war in allen drei Fraktionen vorhanden. Versuche, den Harnstoff 
frei von Aminosauren durch Fallung mit NaHCO, oder Seignettesalz 
bzw. Phosphate zu gewinnen, ergaben ein negatives Resultat, da immer 
ein Teil des Harnstoffs in Lésung blieb. Wir versuchten, den Soda- 
niederschlag durch Behandlung mit verschiedenen Lésungsmitteln 
(NaHCO, in der Kalte gesittigte Lisung, 10°, Na, HPO,, NaH, PO, 
neutralen, sodaalkalischen und essigsauren Alkohol oder Aceton) 
in die einzelnen Bestandteile zu trennen, doch konnte héchstens 
ein Anreichern der Aminosiuren in Verbindung mit Harnstoff in 
den Lésungsmitteln erreicht werden. Beim Behandeln des Nieder 
schlags mit verdiinnten Sauren (HCl, H,SO,, CH,COOH und H,PO, 
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blieb ein Teil des Niederschlags unléslich. Auf gleiche Weise mit HgCl, 
- Na,CO, behandelter reiner Harnstoff ergab sofort nach dem Fallen 
einen in den Sauren léslichen Niederschlag. Es wurde nun ein Teil 
des Sodaniederschlags eines Harns sofort, ein anderer Teil nach 
24 Stunden der Saiurebehandlung unterworfen. Wahrend der Nieder- 
schlag des ersten Versuches vollstandig in Sauren léslich war, blieben 
vom Niederschlag des zweiten Versuches Teile in Sauren unlislich 
auch beim Kochen mit 10°, H,SO,), was auf eine chemische Ver- 
anderung der Quecksilbersalze des Harnstoffs schlieBen labt. Zwecks 
niherer Untersuchung dieser Erscheinung wurde der in H,SO, un 
lisliche Teil des Niederschlags mit H,S entquecksilbert und das Filtrat 
im Vakuum zur Trockne eingedampft. Der Riickstand war sehr hygro- 
skopisch und enthielt Carbaminsaure und (NH,),CO,. Da die Queck 
silbersalze der Aminosiuren erst beim Vorhandensein eines Uber- 
schusses von Soda aus ihren Lésungen ausfallen, versuchten wir durch 
Anwendung ganz schwacher Sodalésung die Aminosdiuren aus dem 
Harnstoff herauszulésen, wobei wir durch Kochsalzzugabe die Léslich- 
keit der Harnstoffquecksilbersalze zuriickzudrangen versuchten. Um 
ein genaues Bild der Léslichkeit zu gewinnen, wurden zu je 50 ccm 
Harn je 0,1 g Leucin und Glykokoll zugegeben, dann mit HgCl, 
+ CH,COONa gefallt. Im Filtrat wurde mit Soda der Harnstoff 
und die Aminosauren gefallt. Der Sodaniederschlag wurde mit Kochsalz- 
Sodalésung in verschiedenen Konzentrationen behandelt (Tabelle 11) 


Tabelle II. 


Léslichkeit des Harnstoffniederschlags mit NaCl-Na,CO,-Lésung. 





Nr Lésung Substanz 1. Extrakt 2. Extrakt 3. Extrakt Ruckstand 
. | 0,5%ig. NaCl Harnstoff , ++ 
* | 0.1% ig. NagCO, Aminosdure oe : g-s. + * 
» | 10% ig. NaCl Harnstoft g.s. + + : + 
~ | 0,.1%ig. NagCO, Aminosiure ++ t ' g.8 
, | gesatt. NaCl Harnstoff ~ 

| O1L%ig. NagCO, Aminosaure g.s. + g.3. + 
4! 10% ig. NaCl Harnstoft g. 38. 4 g. 8. + g.s. + = 

| 0.2%ig. Na,CO,; Aminosaure ++ +4 + k. nw. ** 
- | 15%ig. NaCl Harnstoff g. 8. 

| 0.2% ig. Na,.CO, Aminosaure ++ g.s. + k. nw 
e | 15% ig. NaCl Harnstoff : + + 

| 05° ig. NagCO, Aminosiure - } 
- | gesatt. NaCl Harnstoff + aie + + 
' | 0.5% ig. Na,CO, Aminosiure ++ ‘ 

* g.s. = ganz schwach 


** k nw. = kaum nachweisbar, 
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Die Lésungen und der Riickstand wurden entquecksilbert 
der Schiffschen Furfurolreaktion auf Harnstoff und mit frisch |e 
gestellter, wasseriger Chinonlésung auf Aminosfiuren untersucht. [jy 
Versuche ergaben, dab bei bestimmter Kochsalz-Sodakonzentrat jv) 
(15°, NaCl und 0.2°, Na,CO,) die ersten zwei Fraktionen bis , 
80°, der zugesetzten Aminosiduren enthielten und fast frei von Harn 


stoff waren. Doch sind sie nicht quantitativ erfabbar. 

Wir versuchten nun, mit Hilfe der Formoltitration die Amino 
siuren zu bestimmen. Eine abgemessene Menge des Natriumacetat 
filtrats wurde mit Soda gefallt, filtriert, der Niederschlag in verdiinnte 
H, SO, gelést, mit H,S entquecksilbert, dann Barytwasser, bis Phenol 
phthalein schwach rosa zugesetzt und mit n/10 HCl zuriicktitriert. bis 
zur neutralen Reaktion gegen empfindliches Lackmuspapier. 

Das Lackmuspapier wird nach Sdérensen-Henriques' auf folgendk 
Weise dargestellt: 0,5 g Azolithmin werden in 200cem H,O 4+ 22.5 cen 
n/10 NaOH gelést und filtriert. Das Filtrat wird mit 50cem Alkoly 
versetzt. Durch diese Lésung werden Streifen eines guten, aschefreie: 
Filtrierpapieres gezogen und auf Schniiren getrocknet. Dieses Lackmus 
papier muB bei py 6,81 neutral reagieren, anderenfalls wird die NaOH 
Menge variiert. Eine Pufferlésung von py, 6,81 erhalt man durch Ver 
mischen von leem m/15 KH,PO, mit 1 cem m/15 Na,HPO,. 

In dieser gegen Lackmus neutralen Lésung werden in der itiblichen 
Weise nach Formalinzugabe die Aminosiuren mit n/20 Lauge bestimmt 
Die auf diese Weise erhaltenen Werte stimmten mit den nach Sérensen 
Henriques’ direkt im Harn erhaltenen iiberein. 

Der Nachweis des Kreatins im Filtrat der Natriumacetatfallung 
wurde in der Weise ausgefiihrt, dab ein Teil des Filtrats nach der Ent 
quecksilberung in 1°,iger salzsaurer Lésung 1 Stunde am Wasserbad 
gekocht, dann auf Kreatinin untersucht wurde. Vor dem Erhitzen 
konnte kein Kreatinin nachgewiesen werden. Wurde das Filtrat cet 
Natriumacetatfillung lingere Zeit (48 Stunden) stehengelassen. so 
entstand eine Nachfillung, die Kreatininreaktion gab. Die Lésung 
yar in diesem Falle kreatinfrei und zeigte bei weiterem Stehen keinerle) 
Nachfallung. Es scheint also, daB die Umwandlung des Kreatins in 
Kreatinin durch die Anwesenheit des HgCl, und CH,COONa lx 

schleunigt wird. Reine Kreatinlésung mit HgCl, und CH,COONa 
geben bei 48stiindigem Stehen keinerlei Fallung, wohl aber beim Er 
hitzen auf 100°C. Im Falle eine mit Sublimat und Natriumacetat b: 
handelte Kreatinlésung 30 Minuten im kochenden Wasserbad erwarmt 
wurde, entstand eine Fallung, die Kreatininreaktionen gab. Das Filtrat 
war in diesem Falle stickstofffrei. Wurde ein Teil des Natriumacetat 
filtrats der gleichen Behandlung unterworfen, so entstand eine Fallung 


1 Zeitschr. f. phys. Chem. 64, 133, 1910. 
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Da. Filtrat dieser Fallung war kreatinfrei. Wir fiihrten nun eine Be- 
stimmung des Kreatins in der Weise aus, dab ein Teil der Lésung 
etwa 30 Minuten am Wasserbad auf 100°C erhitzt wird. Der ent 
standene Niederschlag wird mit Natriumacetat gewaschen und der 
N-Gehalt bestimmt. 


Einen weiteren Bestandteil der Sodafallung bildet nach FE. Freund 
und A. Sittenberger-Krajfft' die Oxyproteinsiure. Wir versuchten, die 
verschiedene Léslichkeit der Ba-Salze des Harnstoffs und der Oxy- 
proteinsiure in Alkohol—Ather benutzend, ihren Nachweis durch. 
zufiihren. Der Niederschlag wurde in 1°,, schwefelsaurem 50°, igen 
\lkohol gelést, entquecksilbert und mit festem Ba(OH), in Uberschub 
versetzt bis zur alkalischen Reaktion gegen Phenolphthalein. Im 
Filtrat ist der Harnstoff und die Oxyproteinsaure in Form ihrer Ba-Salze 
enthalten. Durch Zugabe von acht Teilen eines Gemisches Alkohol 
Ather im Verhiltnis von 1:1 zu je einem Teile des Filtrats wird das 
Barytsalz der Oxyproteinsiiure neben iiberschiissigem Ba(OH), aus- 
gefallt. 


1V. Filtrat der Sodafallung. 


Im Filtrat der Sodafallung befinden sich Spuren einer stickstoff- 
haltigen Substanz (etwa 0,2°,, des Gesamt-N), die durch Versetzen 
mit Lauge und 48stiindiges Stehenlassen im Dunkeln neben HgO 
ausfallt. Bei Bebandeln mit Lauge und Stehenlassen im Lichte scheidet 
die anfangs ganz klare Lésung reduziertes Hg aus. Der Niederschlag 
mit Lauge ist graugriin, in verdiinnter Essigsaure léslich und gibt 
keine Harnstoff- und Aminoséurereaktion. Auberdem befinden sich 
die gesamten Kohlehydrate (Molischreaktion positiv), etwaiges Aceton 
und sonstige C-haltige Substanzen, deren nahere Bestimmung infolge 
der Anwesenheit gréBerer Mengen Natriumacetats und Soda erschwert 
wird, im Filtrat. Das Aceton wurde in der Weise nachgewiesen, dal 
vom Filtrat der Sodafallung eines Acetonharns ein Zehntel des Volumens 
abdestilliert und im Destillat das Aceton mit der Jodoformprobe nach- 
gewiesen wurde, was ja auch quantitativ verwertet werden kann. 


Nach Einnahme von gréBerer Dosis Pulv. Liquiritiae compos 
konnten wir beim Harn eine Rosafairbung des Filtrats der Sodafallung 
beobachten. Nach Versetzen des Filtrats mit Lauge und lJangerem 
Stehenlassen fie] der Farbstoff als schwarzbliulicher Niederschlag aus 


Bestimmungen des Kohlenstoffgehalts der stickstoffhaltigen Harn. 
bestandteile sowie des Gesamtkohlenstoffs der Harne wurden von uns 
in der Weise ausgefiihrt, daB ein Teil des Harns direkt, ein Teil des 


1 Diese Zeitschr. 186, 142, 1923. 
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Harns nach Fallung der stickstoffhaltigen Harnbestandteile mit Sub|)::; 
und Soda und kurzem Aufkochen in saurer Lésung (zwecks Vertrei} 
des CO,) nach B. Lustig! verbrannt wurden, wodurch das Verhii|; 
des Kohlenstoffs der stickstofffreien und stickstoffhaltigen Har 
bestandteile bestimmt wird. Die diesbeziiglichen Untersuchungen sj) 
noch nicht abgeschlossen. 


Auf Grund dieser Untersuchungen ergibt sich folgender Analy. 
gang: 

Zweimal je 50 ccm Harn werden mit der jeweils gefundenen }),\ 
wendigen Menge Saure oder Alkali und Sublimat versetzt, dann nach 
dem Absetzen des Niederschlags filtriert und mit 1 °,iger HgCl,-Lésuny 
gewaschen, bis eine Probe des Filtrats keine Fillung mit 50°, Natrium 
acetat gab. Der Niederschlag wird sodann hintereinander mit 0,3 ° iver 
warmer Essigsiure, 0,.5°,iger warmer Salzsiiure und 1 °,igem salz- 
sauren Alkohol behandelt. Bei stark eiweiBhaltigen Harnen auch mit 
1°, iger Sodalésung. Bei farbstoffreichen Harnen wurde die 0.5° ige 
Salzsaurefraktion mit Chloroform oder Amyilalkohol ausgeschiitte|t 
das Chloroform (oder Amylalkohol) mit dem salzsauren Alkoholextrakt 
vereinigt. Die einzelner Fraktionen und der Riickstand werden kjeldahii 
siert und mikro- oder makrochemisch der N-Gehalt bestimmt. 


Das Filtrat der Sublimatfallung und das Waschsublimat wird 
mit einem Viertel seines Volumens mit 50°, Natriumacetat gefallt, nach 
dem Absetzen filtriert und mit 10°,iger Natriumacetatlésung nach 
gewaschen, bis das Filtrat keine Fallung mit Sodalésung ergibt. Der 
Niederschlag wird mit heiBer 1 °,,iger Essigsiure- und 35 °,iger Natrium 
acetatlésung nachgewaschen, das Filtrat tiber Nacht stehengelassen 
und die entstandene Nachfallung mit dem Hauptniederschlag ver 
einigt. Im Filtrat wird nach Versetzen mit Schwefelbaryum und Kali 
lauge das Ammoniak abdestilliert und bestimmt. Bei Vorhandensein vou 
Pepton im Harn wird das Filtrat (Essigsaure-Natriumacetatlésung) 
in zwei Teile geteilt und in einem Teile, wie oben angegeben, den N H, 
bestimmt, im zweiten Teile mit Soda gefallt und der Niederschlag 
kjeldahlisiert. Die Differenz wurde als Pepton + Allantoin ermittelt 
Das Pepton selbst ist in dieser Fraktion nach der Entquecksilberung 
mittels der Biuretreaktion nachweisbar. 


Der Riickstand der Natriumacetatessigsaurebehandlung wird mit 
1% iger warmer Salzsiure und 1 %igem salzsauren Alkohol behandelt 
Bei farbstoffreichem Harn wird die 1 °%,ige Salzsiure mit Chloroform 
oder Amylalkohol ausgeschiittelt und das Extraktionsgut sodann mit 


1 Diese Zeitschr. 184, 67, 1927; 185, 349, 1927. 
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ie Salzsauren Alkoholextrakt zur Farbstoffgruppe des Natrium 
etatniederschlags vereinigt. Die vereinigten Farbstofflésungen 
werden sodann nach den oben angegebenen Merkmalen identifiziert 
md auf die einzelnen Harnfarbstoffe untersucht 


nd Das Filtrat des Natriumacetatniederschlags wird in einem Mel- 
kolben auf Volumen gebracht und in der einen Halfte die Aminosiuren 
in der anderen Gesamt-N und Kreatin bestimmt. Fiir die Kreatin 
bestimmung wird das Filtrat der Natriumacetacfillung entweder 
24 Stunden stehengelassen, in welchem Falle das Filtrat fiir die 
N-Bestimmung weiter verwertet werden kann, da keine Zersetzung 
stattfindet, oder aber etwa 30 Minuten am Wasserbad gekocht und 


ng der entstandene Niederschlag sodann mit 10°,iger Natriumacetat- 
_ losung gewaschen und kjeldahlisiert. 
"4 Fiir den Gesamtstickstoffgehalt des Filtrates der Na-Acetat- 
nit fallung wird die Lésung mit Natriumcarbonat im Uberschu® gefiallt 
ge und im Niederschlag der Stickstoffgehalt bestimmt, da eine direkte 
It Kjeldahlisierung des Filtrats der Natriumacetatfillung infolge des 
kt hohen Salzgehalts mit heftigem StoBen und Spritzen beim Erhitzen 
i verbunden ist. 
a 
Fiir die Aminosaéurenbestimmung wird die Lésung mit Natrium.- 
d carbonat gefallt und filtriert. Der Niederschlag wird unmittelbar nach der 
h Fallung mit verdiinnter Schwefelsaure gelost und mit H,S oder Schwefel- 
) baryum bis zur Ausfallung des gesamten Hg behandelt. Das Filtrat 
. wird mit kohlensiurefreier Lauge bis zur schwach alkalischen Reaktion 


gegen Phenolphthalein versetzt, dann mit n/10 HCl bis zur Neutralitat 
gegen Lackmuspapier zuriicktitriert. Die gegen Lackmus neutrale 
Lisung wird mit Formaldehyd versetzt und die Aminosiéiuren mit 
n/20 Lauge nach Sérensen titriert. 

Bei manchen Harnen wurden einzelne Bestandteile auch nach 
anderen Methoden bestimmt, z. B. Harnstoff nach der Ureasemethode', 
Harnsdure mit Uranylacetat' und Ammoniak nach der Methode von 
Folin’. Die nach diesen Methoden gefundenen Werte waren bis héchstens 

2.5% von unseren abweichend. Untersucht wurde unter anderem: 

1. Normalharn, Tabelle III. 

2. Urobilin und urobilinogenreicher Harn (Stenosis pyloris), 

Tabelle IV. 
3. Gallenfarbstoffharn (Cholelithiasis), Tabelle V. 


4. Oxyproteinsaurereicher Harn (Ca-hepatis), Tabelle VI. 


1 Barrenscheen-W illheim, Laboratoriumsmethoden der Wiener Kliniken. 
Deutsch. Verl. 1928. 
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Tabelle 111. 


Normalharn, spezifisches Gewicht 1,032. 








1. Bestimmung 2. Bestimmun, 7 _ 
Fraktion N-Gehalt N.Gehalt in °/y| NeGehalt | N.Gehbalt 
mg des Ges..N mg des Ges 
Gesamtstickstoff in50cem Harn | 618.40 
Xanthinbasen . . — 3,60 0,58 3,65 1.59 Xat 
Harnsaiure. . . otis 17.80 2.88 17,20 2,77 Hart 
Farbstoffe der Sublimatfallung 1,48 0,24 1,32 0,21 ar! 
Nucleoalbumen .. . i % 0,90 0.15 0,85 0,14 " 
Ammoniak . — 18,40 2,97 17,95 2.99 Am 
Ec ab ke ka 19,60 3,17 20,68 3,34 - 
Farbstoffe der Natriumacetat- ror 
fallung. . . pare 0,44 0,07 0.32 0.04 , 
Riickstand der Natriumacetat- pes 
fallung eg tee 1,20 0,20 1,08 0,17 kre 
mremem . ww tt 1,68 0,26 1,80 0,29 Am 
Harnstoff . SS ae ie sie! 539,50 87,33 541,80 87.50 Har 
Aminosiuren. . .... : 6.05 0,98 6,92 1,03 
Zusammen: — 612,65 98,83 613,67 98.95 
Tabelle IV. 
Urobilin und urobilinogenreicher Harn, spezifisches Gewicht 1,020 
1. Bestimmung 2 Bestimmung ™ 
Fraktion N-Gebalt N.Gehalt in 0 9 NeGehalt N-Gehalt in 
mg des Ges.*N mg des Ges«N 
Gesamtstickstoff in 50cem Harn 362,80 Ge 
Xanthinbasen ....... 2,20 0,61 2.45 0,67 Xa 
SN a c,h ke. 10,82 2.98 10,12 2,78 Ha 
Farbstoffe der Sublimatfallung 2,82 0,77 2.61 0,72 ra 
EKiweib und Nucleoalbumen . 5,30 1,46 4,60 1,27 aa 
FPP ee Se 24,60 60,78 25,12 6,92 = 
SR i oh) 16,30 4,49 14,80 4.08 ry 
Farbstoffe der Natriumacetat- w 
MG er va ee a cs 1,64 0,45 1,85 0,51 Ri 
Riickstand der Natriumacetat- 
gina ean Sak gs ie 1,80 049 2,20 0.61 Ay 
Aminosauren ..... : 6,90 1,90 5,31 1,46 He 
Harnstoff . . a —_ 284,40 78,39 285.45 78,68 Oy 


Zusammen : 356.78 98.32 355.51 96,70 
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Tabelle V. 


Gallenfarbstoffreicher Harn, spezifisches Gewicht 1,018 





1. Bestimmung 2. Bestimmung 
Fraktion N-Gehalt N.Gehalt in ®, N-Gebalt N.Gehait in 
mg des Ges.«N me des Ges«N 
mtstickstoffin50cem Harn 872,01 
Xanthinbasen . “n° , 5,46 0.63 6,20 0.71 
Harnsaure. .... i, ah 26.30 3.01 27.80) 3,19 
arbstoffe der Sublimatfallung 2.65 0.30 2.85 0,32 
weib und Nucleoalbumen . 2.80 0,32 2.60 0,30 
Ne a Pe 63,80 7,31 64,60 7.41 
Co , 36,50 4,18 33,60 3.86 
Farbstoffe der Natriumacetat- 
a Bere i ra ae 1,12 0,12 0,92 0,10 
tickstand der Natriumacetat- 
fallung . 2,60 0,29 2.25 0,26 
Kreatin. . . i : 3,20 0,36 2.45 0,28 
{minos&uren. . . 12,20 1,33 11,22 1,29 
ee we 703,20 80,60 705,80 80.98 
Zusammen: 859.83 98,45 860,61 98.70 
Tabelle VI. ’ 


Oxyproteinsiurereicher Carcinomharn, spezifisches Gewicht 1,022. 





1. Bestimmung 2. Bestimmung 
Frektion N-Gehalt N-Gehalt in N-Gehalt N,Gehalt in 
my des Ges.«N mg des Ges «N 


Gesamtstickstoff in 5°cem Harn 565,00 


Xanthinbasen . 74% : 5,80 1.03 5,24 0,93 
Harnsaure. . . 20,50 3.63 21,30 3.77 
Farbstoffe der Sublimatfallung 1,22 0,22 1,40 0,25 
KiweiB und Nuclecalbumen 1.59 0.33 - 2.02 0.38 
Ammoniak . . ~~ 41,20 7,29 42.80 7,57 
Kreatinin . . . vr 16,24 2,87 15.65 2.77 

Farbstoffe der Natriumacetat- 
fallung 0.78 0.13 0.64 14 

Riickstand der Natriumacetat- 
fallung . ?- - . 1,02 O18 0.98 0,17 
Aminosauren . 28,28 5,01 29,02 9,14 
Harnstoff : ‘ 412.80 73,06 408.40 72,28 
22,32 3,95 18,98 534 


Oxy protelnsaure 


Zusammen : 552.05 97.70 546.438 46.74 
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Ausfiihrung der Methodik als Mikrobestimmung. 

Nachdem die Analysen die erwihnten Resultate ergeben ho \ep 
versuchten wir die Methode auch fiir kleinere Harnmengen auszuarbe:| en 
wobei wir gleichzeitig eine Vereinfachung der Methodik und der zy 
Ausfiihrung notwendigen Zeit anstrebten. Es laBt sich dieses durch 
Anwendung des Zentrifugierens an Stelle der langwierigen Filtration 
erreichen. Da die dem Harn zugesetzte Sublimatlésung die Hat 
menge des Volumens ausmacht und wir die Methode fiir Zentrifuvier 
glaser von 70 bis 75 ccm Inhalt ausarbeiten wollten, unternahmen 
wir Versuche mit alkoholischer und alkoholisch-wisseriger, gesittigter 
Sublimatlésung, da Alkohol (35°) gréBere Sublimatmengen list wi 
Wasser (7%). Die Verwendung einer starkeren als 50°,igen alkoholi 
schen Sublimatlésung erwies sich als nachteilig, da die Fallungsgrenzen 
verschoben wurden, so fiel z. B. ein Teil des Kreatinins schon mit den 
Sublimatniederschlag I aus. Bei Verwendung von 50 *.iger, alkoholischer 
gesattigter Sublimatlésung (etwa 12°, HgCl,) waren die Fiallungs 
und Lésungsverhiltnisse der einzelnen Harnbestandteile unverandert 
mit Ausnahme mancher pathologischer Farbstoffe. 


Der Analysengang bei der Mikrobestimmung ist folgender: 


Zweimal je 5ccm Harn (bei konzentriertem 21, ccm, bei stark 
verdiinntem 10 cem) werden mit der vorher ermittelten notwendigen 
Menge n/10 Saure oder Lauge nebst 50°, alkoholischer Sublimat 
lésung versetzt, 10 Minuten stehengelassen und zentrifugiert. Der 
Niederschlag wird sodann dreimal mit je 5ccem 1°(iger wiasseriger 
Sublimatliésung gewaschen, abermals zentrifugiert und die Wasch- 
wisser mit dem Filtrat vereinigt. Der Niederschlag selbst wird hinter 
einander zweimal mit je 10 ccm 0,3°,iger warmer Essigsiure, zweimal 
mit je L0cem 0,5°,iger warmer Salzsiure und mit 1° ,iger warmer 
alkoholischer Salzsiure, bei eiweibreichen Harnen mit zweimal je 
5cem einer 1°%,igen Sodalésung in der Weise behandelt, daB zuerst 
1 bis 2cem des entsprechenden Lésungsmittels zugefiigt wurden. in 
welchem dann der Niederschlag durch kraftiges Schiitteln suspendiert 
wurde. Dann erst wird die iibrige Lésung zugefiigt und zentrifugiert 
Die Essigsiureextrakte werden mit Soda gefallt, ebenfalls zentrifugiert 
und im Niederschlag der N-Gehalt bestimmt. Bei farbstoffhaltigen 
Harnen wird die Salzsaéurelésung mit Chloroform oder Amylalkohol 
ausgeschiittelt und die Extraktionsmittel mit dem HCl—C,H,0H- 
Auszug vereinigt. 


Die Filtrate der Sublimatfallung werden mit einem Viertel des 
Volumens 50°, iger Natriumacetatlésung gefallt und zentrifugiert 
Der Niederschlag wird dreimal mit je 15 cem 10°,,iger Natriumacetat 
lésung ausgewaschen und die Filtrate in einem 100-ccm-MeBkolben 








irk 


ren 
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cercinigt. Der Natriumacetatniederschlag wird mit 25 ccm heiber 
|° wer CH,COOH + 35°, iger CH,COONa-Lésung behandelt, tiber 
Nacht stehengelassen und zentrifugiert. Dann wird der Niederschlag noch 
inmal mit 20 ecm Essigséure-Natriumacetatlésung behandelt. Im Filtrat 
werden mit H,S oder Schwefelbaryum die Quecksilbersalze zersetzt, 
las NH, mit Lauge in n/10 HCl iiberdestilliert und im Destillat nach 
Folin der NH,-Gehalt ermittelt. Der Niederschlag wird sodann zweimal 
mit je 10cem 1°, iger heiBer Salzsiure und zweimal mit 5 ccm salz- 
saurem Alkohol behandelt und zentrifugiert. Bei farbstoffreichen 
Harnen wird die salzsaure Lésung mit CHCl, oder C;H,,OH aus- 
geschiittelt und das Extraktionsgut sodann mit dem salzsauren Alkohol 
uszug zum Farbstoffanteil der Natriumacetatfallung vereinigt. Der 
inlisliche Riickstand sowie die einzelnen Fraktionen werden kjeldahli 
siert und der Mikro-N-Gehalt nach Folin bestimmt. 

Im Filtrat der Natriumacetatfaillung wird in einem Teile der 
Gesamtstickstoffgehalt, im restlichen Teile Kreatinin und Oxyprotein- 
siure wie bei der Makromethode angegeben, bestimmt. Fiir die Amino- 
siuren- und Oxyproteinsiurebestimmung erwies sich das Gesamt- 
filtrat einer Bestimmung als unbedingt notwendig, da sonst die Fehler- 
grenzen zu groB waren. 

Um die Fehlergrenzen der Mikromethode kennenzulernen, wurden 
vier Bestimmungen vom, gleichen Normalharn durchgefiihrt (Ta- 


belle VIT). ' 


Tabelle VII. 


Normalharn. 





1. Bes 2. Bes 3. Be- 4. Be- Mittelwert 
. stimmung stimmung stimmung stimmung 
Fraktion N-Gehalt N-Gehalt N-Gehalt N-Gehalt N-Gehalt N.Gehalt in 
meg mg mg mg mg bo des Ges. *N 

Gesamt-N in 5ccm Harn 48,35 
Xanthinbasen . _ 0,32 0,36 0,30 0,32 0,32 0.66 
Harnsaure bis . 1,68 1,76 1,68 1,72 1.71 3.54 
Farbstoffe der Hg ( lo- 

Fallung . . 0.14 0,10 0,12 0,12 0,28 0,25 
Nucleoalbumen. . : 0,09 0,06 0,08 0,07 0.08 O15 
Ammoniak 1,11 1,05 1,12 1,14 1,11 2.50 
Kreatinin 2,12 2.02 2.14 2.08 2.09 4.52 


Farbstofte der etwa 


CH,COONa-Fallung Spuren Spuren Spuren = Spuren 0.06 0.12 
Rackstand der 
CH.C OO Na-Fallung 0.12 0.08 0.10 0.09 0.10 0.2} 
\minosauren 0.45 034 0.42 ().42 0.41 O83 
Harnstoff . 41,36 49.54 40.34 39.79 40.5 S376 
Zusammen: 47,39 4654 46,30 45.75 47.04 96.14 
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Diese Bestimmungen zeigen, dab die Genauigkeit der Mikromet 








je nach den gesuchten Bestandteilen 1 bis 5°, betragt, wobx 
grobte Fehlerbreite bei den in geringer Menge vorhandenen Substa : r 
auftritt. AuBer dem Normalharn wurde eine Reihe pathologis: he Filt 
Harne untersucht, unter anderem ein Urobilin und urobilinogenreicher JJ sc 
Harn, Tabelle VIII, und ein pepton- und albumosenreicher Harn 
Tabelie LX. Ver 
Tabelle VIII. ol 
Pepton-Albumosenharn, spezifisches Gewicht 1,042. 
1. Bestimmung 2. Bestimmung q 
Fraktion N-Gehalt N-Gehalt in °/,  NeGehalt N-Gehalt suc! 
mg des Ges..N mg des Ges«N | 
ne 
(;esamtstickstoff in 5cem Harn 119.0%) 2ep 
Xanthinbasen ....... 0,72 0,61 0,65 0.57 nt 
i ag 7 3,43 2,38 3,53 2.97 
Farbstoffe der Sublimatfallung 015 013 0,24 0).22 
Nucleoalbumen u. Albumosen 
(Nag © Og-Extrakt). . . . 0,28 0,24 0,25 0,21 = 
Ktiweib (NaOH-Extrakt) ; 0,28 0,24 0,20 0.17 
Ammoniak a ee mt 8,25 6.93 8.66 7,28 
Ro tin a es we 0,32 0.27 0,38 0.32 
Ee ar oe ee 3,39 2,85 3,01 2,50 
Rickstand der Natriumacetat- 
are 0,18 0,15 0,24 0,22 
Aminosauren. ....... 3,22 2.70 3,35 2.87 Kiv 
Harnstoff . Waa i Ra pe Sic 95,95 80,66 93,62 78,59 ‘ 
Zusammen: 116,18 97.66 115,35 95.79 ; 
I 
m : - toss 
Tabelle 1X. ‘I 
Urobilin- und urobilinogenreicher Harn (Cirrhosis hepatis). 
1. Bestimmung 2. Bestimmung 
. —- n 
Fraktion N-Gehalt N.Gehalt in °/,|| N-Gehalt N,Gehalt in 
mg des Ges.«N mg des Ges.«N Hi 
Gesamtstickstoff in 5eem Harn 48,20 ge 
Xanthinbasen ....... 0,24 0,50 0,26 0.54 a 
es er eae 2,35 4.87 2.48 5,14 ° 
Farbstoffe der Sublimatfallung 0.15 0,31 0,16 0,33 M 
Kiweib und Nucleoalbumen . 0.31 0.65 0,49 0,83 7) 
eee Sa So See 3.50 7,28 3,22 6,67 
CE See oe 1,65 3,42 1,55 8.21 
Farbstoffe der Natriumacetat- 
fallung . ee aise a 0,30 0,62 0,26 0.54 
Riickstand der Natriumacetat- 
Sr “7 0,16 0,33 0,19 0,39 
Aminosduren. ....... 1,39 2,70 1,42 2.94 
Harnstoff . . fe Vi lass 35,65 73,96 36,32 75.35 


Zusammen : 45.61 94,64 46.36 95,94 
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Die Veranderungen im Farbstoffgehalt der einzelnen Gruppen 
rch Verwendung alkoholischer Sublimatlésung sind besonders beim 
(robilin deutlich, da das gesamte Urobilin mit Natriumacetat im 
Filtrat des Sublimatniederschlags ausfallt. Das Urobilinogen befindet 
ch wie bei Verwendung wasseriger Sublimatlésung im Niederschlag [, 
vo es sich langsam zu Urobilin umwandelt. Es laBt sich also durch 
Verwendung alkoholischer Sublimatlésung eine Trennung des Urobilins 
om Urobilinogen erreichen. 

Es wurden nun Versuche (mikro) in der Weise ausgefiihrt, dab 
bgewogene Mengen von Substanzen zu Normalharn zugegeben und 
n den verschiedenen Fraktionen quantitativ bestimmt wurden. Unter- 
sucht wurden: Serumalbumin, Adenin, Guanidincarbonat, Allantoin 
nd Glykokoll. Es wurde jeweils nur eine Substanz dem Harn zu- 
gegeben und der Stickstoffgehalt der entsprechenden Fraktion mit und 
hne Zugabe der Substanz untersucht. 


Tabelle X. 








Sef | si, séeass 228: 
7 Zusecebene Bet A285 £8 2NG8 Bes 
Fraktion 5 ony =es = ona oS 2422 m3: 
ss ZZ= 2Zs=8 SF FSF 
a? =e 
veiB und Nucleo- 
albumen (Na, CO, 
mewn)... ss Serumalbumin 1.55 0.12 1,60 95.48 
tssigsaurefraktion des 
Hg Cl, -Niederschlags Adenin 1,70 0,29 1,90 94,70 
Essigsaurefraktion . . Guanidin-Carbonat 2,20 0,29 2,31 91,70 
NH,-Fraktion . ... Allantoin 2.40 2.10 4,42 96,67 


Diese Versuche ergaben, da 92 bis 98 °,, der zugegebenen Substanz 
n der entsprechenden Fraktion gefunden werden, was ein weiterer 
Hinweis fiir die Genauigkeit der Methode ist. . 

Zusammenfassend glauben wir nun sagen zu kénnen, daB es uns 
gelungen ist, durch Ausbau der Sublimatmethode eine ziemlich weit- 
gehende Trennung der Harnbestandteile durchzufiihren, wobei die 
Mikromethode auch in der Hand eines Ungeiibteren fiir klinische 
Zwecke geniigend genaue Werte ergibt. 


24* 








Insulin und Nahrungsdepots. 


Von 
A. Léw und A. Kréma. 


(Aus der ersten medizinischen Abteilung des Krankenhauses der Wie: 


Kaufmannschaft.) 


(Eingegangen am 8. Dezember 1928.) 


Schur und Léw (1) haben vor kurzer Zeit in einer langeren Arbeit 
die Ansicht begriindet, daB die Aufnahme resorbierter Kohlehydrat: 
ins Fettgewebe und ihre Umwandlung in Fett als wesentlicher Fakto: 
im Ablauf des Kohlehydratstoffwechsels zu betrachten sei. Auf Grund 
lage dieser zuniichst aus bekannten Erfahrungen abgeleiteten Idee: 
wurden von den beiden Autoren Untersuchungen iiber den Kohk 
hydratgehalt der Fettgewebe iiberhaupt und des Abdominalfettes im 
besonderen ausgefiihrt und durch das Ergebnis dieser Untersuchungen 
eine neue tragfahige Begriindung fiir die von ihnen vertretene Aut 
fassung gegeben, daB die resorbierten Kohlehydrate ins Fettgewelx 
aufgenommen, andererseits die aufgenommenen Kohlehydrate in Fett 
umgewandelt werden. Unter der Annahme, da®8 die Férderung bzw 
Erméglichung dieser Kohlehydratspeicherung im Fett, sowie der Um 
wandlung der Kohlehydrate in Fett Funktionen des Inselapparats seien 
lieBen sich in einheitlicher Weise die Funktionsstérungen beim Diabet 
mell. als Ausfallserscheinungen des Inselapparats, sowie jene des 
Hyperinsulinismus erkliren. In Fortsetzung dieser Untersuchungen 
die sich in der ersten Publikation nur mit der Beziehung zwischer 
Kohlehydratgehalt des Fettes bei Nahrungsaufnahme und Hung: 
beschaftigten, haben wir, wie dort bereits angekiindigt wurde, nu 
die Frage behandelt, wie einverleibtes Insulin unter verschiedenct 
Bedingungen auf den Kohlehydratgehalt des Fettes wirke. 


Als Versuchstiere dienten weibe Mause, die bis zu Versuchsbegin 
gleichmabig ernahrt wurden. Bekanntlich zeigen die einzelnen Individuer 
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rroiz gleicher Ernahrung im Kohlehydratgehalt ihrer Organe eine 
manuchmal recht betraichtliche UngleichmaBigkeit. Dieser Schwierigkeit 
suchten wir in unseren Experimenten dadurch zu begegnen, dal wir 
einerseits unsere Versuche nur mit médglichst gleich schweren Tieren 
lesselben Wurfes ausfiihrten und andererseits die Tiere zur méglichsten 
\usgleichung noch vorhandener Differenzen in Gruppen vereinigt 
erarbeiteten. 

Die Kohlehydratbestimmungen wurden in der Leber, im Muskel und 
Fettkérper des Netzes vorgenommen, und es diente uns der Kohle 
hydratgehalt der Leber nebenbei auch als Test fiir den Ernahrungs 
zustand und vor allem fir die erfolgte Resorption der im Versuch 
zugefiihrten Nahrungsmittel. Die Bevorzugung des Netzfettkérpers 
s. Tabellen) erfolgte aus dem Grunde, weil wir gerade diesen aus 
mehreren Griinden als den bevorzugten Sitz der primiaren Nahrungs- 
depots ansehen Die Kohlehydratbestimmungen wurden nach der 
Methode von Diesche und Popper ausgefiihrt. Diese Methode, die 
auf einer Farbreaktion, die einfache (nicht polymerisierte) Koble 
hydrate mit Indol geben, beruht, hat sich uns, wie schon seinerzeit 
hervorgehoben wurde, ganz ausgezeichnet bewihrt Durch die Be- 
stimmungen wurden wir einerseits in die Lage versetzt, Organe in 
gréBeren Versuchsserien zu verarbeiten, ohne befiirchten zu miissen, 
daB bei der Verarbeitung, wie es bei Anwendung von Glykogen 
bestimmungen der Fall sein kénnte, Verluste durch Autolyse entstehen 
Andererseits konnte die Méglichkeit, dab die Kohlehydrate im Fett 
gewebe nicht gerade in Form des Glykogens gestapelt wiirden, keinen 
Fehler verursachen, und es mubte an diese Méglichkeit gedacht werden 
weil friihere Untersucher im Fettgewebe héchstens Spuren von Glykogen 
gefunden hatten und dies nur bei wachsenden Individuen. Der Nachteil 
daB die Farbreaktion nicht ganz spezifisch fiir Kohlehydrate ist, erwies 
sich von geringer Bedeutung. Wie wir uns in den Versuchen tiberzeugt 
haben und wie ja schon Dische und Popper in ihrer ausfiihrlichen 
Arbeit publiziert haben, ist die Farbreaktion bei EiweiBkérpern, Fetten 
Aceton, Cholesterin so schwach, daB, wie von vornherein anzunehmen 
war, diese Substanzen als stérendes Moment bei chemischen Unter 
suchungen von Organen nicht in Betracht kamen. Da es uns jedoch 
vor allem darum zu tun war. den Kohlehydratgehalt der Fettlager 
zu bestimmen, haben wir uns durch weitere Vorversuche selbst davon 
iiberzeugt, daB speziell die im Fettgewebe vorkommenden Stoffe, wie 
Neutralfette, Cholesterin, Seifen usw., eine so geringe Farbreaktion 
geben, daB sie absolut nicht stérend wirken kénnen. Nur Glycerin 
gab eine etwas starkere Farbreaktion, jedoch auch nur in so geringem 
MaBe, daB bei unseren Untersuchungen keine Febler erwachsen konnten 


Genaueres dariiber s. bei Schur und Léw) 
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Die Untersuchungen zeigen, daB erstens, sowie in den | 
suchungen fast aller anderen Autoren, sich im AnschluB an die Ins\i\i; 
injektion eine betrichtliche Verminderung des Leberkohlehydrats 
einstellt. Diese Verminderung ist in ihren Anfangen schon | hj. 
1! Stunden nach den Injektionen zu konstatieren, um dann auf einer, 
Tiefstand die ganze Versuchsdauer anzuhalten. Wurde den Tiere; 
gleichzeitig Kohlehydratnahrung verabreicht, trat im Beginn ein 
ebenso tiefe Senkung des Kohlehydratgehalts auf, machte jedoc| 
nach 6 Stunden einer recht betrichtlichen Kohlehydratvermehrung 
Platz. (98°/ 59 Gesamt-K H-Gehalt gegeniiber 60°/,, der gleichernahirten 
Kontrolltiere; s. oben.) Die Verhaltnisse der Muskulatur sind im |! 
gemeinen ahnlich, aber weitaus geringer ausgesprochen, so da éfters 
die Kohlehydratabnahme nicht zu konstatieren ist; im Fettgewel. 
bleibt die Kohlehydratverminderung fast regelmaBig aus. — Traten 
Insulinkrampfe auf, so war eine besonders starke Glykogenabnahmn 
in der Muskulatur zu bemerken. Es ist wohl anzunehmen, daB diese 
starke Verminderung in der Muskulatur ursichlich auf die Krimpfe 
zu beziehen ist und demgemaB nicht unbedingt als unmittelbare Folg: 
der Insulineinverleibung betrachtet werden miiBte. Die Glykogen 
verminderung in der Leber ist aber wohl zweifellos als unmittelbar: 
Insulinwirkung zu betrachten, und es mu besonders hervorgehober 
werden, daB sie auch bei geringen Dosen, die mit dem Leben der Tiere 
durchaus vertriglich waren, auftrat. In der Literatur existieren wider 
sprechende Angaben. Abgesehen von der individuellen Verschiedenheit 
der einzelnen Versuchstiere, diirfte fiir diese Differenz der Umstand 
maBgebend sein, das die Wirkung des Insulins auf das Leberglykogen 
in verschiedenen Zeitabstinden verschieden ist. Diese Verschiedenheit 
ist, wie oben gezeigt, bei den Hungertieren nicht so ausgesprocher 
zeigt sich aber um so deutlicher, wenn die Tiere mit Kohlehydrat g: 
fiittert werden, da in diesen Versuchen, wie eben bemerkt, auch ein 
Forderung des Kohlehydratansatzes durch Insulin zu beobachten ist 
Diese Betrachtung diirfte auch die Widerspriiche aufklaren, die zwische 
den Beobachtungen bei diabetischen und normalen Tieren gesehen 
wurden. Die Férderung der Glykogenspeicherung in der Leber des 
diabetischen Tieres zeigt sich auch nur nach gleichzeitiger Kohk 
hydratzufuhr in einem spateren Zeitraum, wihrend die primare Wirkung 
des Insulins offenbar tiberall eine Glykogenverminderung ist Im 


Fettgewebe konnten im allgemeinen, wie schon bemerkt, nur unwesent 
liche Veranderungen des Kohlehydratgehalts beobachtet werden. Der 
Gegensatz gegeniiber der Wirkung auf das Lebergewebe ist deutlich 
Er weist darauf hin, daB das Insulin auf das Fettgewebe in anderer 
Weise wirkt als auf die Leber, entsprechend der von Schur und Low 
ausgesprochenen Ansicht, daB Kohlehydrat normalerweise zunichst 
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ins Fettgewebe aufgenommen wird, um dort in Fett umgewandelt 
zu werden, analog den Untersuchungen bei Kohlehydrataufnahme, wo 
wir mit einem gewissen Rechte eine Vermehrung der Kohlehydrat 
mengen im Fettgewebe erwarten kinnen. Tatsachlich fand sich auch 
in einzelnen Insulinsaittigungsversuchen eine deutliche, wenn auch 
geringfiigige Vermehrung des Kohlehydratgehalts, die in den Insulin 
hungerversuchen kaum konstatiert werden konnte. Jedoch ist eine 
starke Vermehrung des Kohlehydrats im Fettgewebe kaum zu er- 
warten, da ja das Kohlehydrat des Fettgewebes nur als Durchgangs- 
station anfzufassen ist und, wie Schur und Léw seinerzeit betont haben 
dem Insulin auch eine Beschleunigung der Fettumwandlung des auf- 
genommenen Kohlehydrats zuzuschreiben ist. Es passen infolgedessen 
auch die Resultate dieser Insulinversuche in den Rahmen der Vorstellung 
die Schur und Léw beziiglich des Kohlehydratstoffwechsels entwickelt 
haben. Die Kohlehydrate wiirden nach dieser Lehre zunachst in die 
Fettdepots und erst spiter und im kleineren Mabe in die Glykogen- 
depots aufgenommen und dort fiir die jeweiligen Bediirfnisse des 
Organismus bereitgestellt. Die schon seinerzeit gemachte Beobachtung, 
daB bei hungernden Ratten sich oft im Fettgewebe mehr Glykogen 
befindet als bei normal ernahrten Tieren, laBt darauf schlieBen, dal 
auch im Fettgewebe aus Fett Kohlehydrat entstehen kénne. Die hier 
publizierten Untersuchungen machen es wahrscheinlich, daB das Insel 
organ diese Funktionen férdert bzw. tiberhaupt erméglicht. Fir die 
Annahme des Eingreifens in den Leistungsstoffwechsel ist keine ge 
niigende Begriindung vorhanden. Es ergibt sich aus dieser Beobachtung 
die wesentlich geinderte Vorstellung iiber die Bedeutung des Fett- 
gewebes im Stoffwechsel, das nicht mehr als toter Ballast, nur fiir 
Zeiten der Not aufgespart, mitgefiihrt wird, sondern bei dem stetigen 
Wechsel zwischen Assimilation der resorbierten Nahrung und _ Dissi- 
milation zu Zwecken der Leistung ein wichtiges, aktives Bindeglied 
bildet. 
Wahrend unsere Untersuchungen im Gange waren, sind von 
Hoffmann, E. Wertheimer (2) und von Arndt (3) Arbeiten erschienen, 
in denen diese Autoren sich ebenso wie wir mit dem Kohlehydratgehalt 
des Fettes beschaftigt haben. 2. Wertheimer hat zum Studium des 
Kohlehydratgehalts des Fettes die Piliigersche Glykogenmethode 
verwendet, ebenso Arndt, dem nebst dem Glykogennachweis mittels 
der Bestimmung nach Piliiger auch histologisch der Kohlehydrat- 
nachweis in Fettzellen unter bestimmten Umstanden gelungen ist 
Die Bestatigung des Nachweises von gréBeren Mengen Kohlehydrat 
im Fettgewebe ist fiir uns um so bedeutungsvoller, da oben zitierte 
Autoren unter Anwendung von Glykogenmethoden zu ahnlichen 
Resultaten gekommen sind. Immerhin ergeben sie Differenzen zwischen 
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unseren Resultaten und jenen der anderen Autoren, insofern, als «\\>s 
im Fettgewebe nur unter besonderen Umstiinden, speziell bei Ko)\\ 
hydratzufuhr, nach langerem Hunger gréBere Glykogenmengen nac} 
weisen konnten, wahrend sonst das Fettgewebe sich als glykogentr: 
erwies. Ob dieser Unterschied darauf zuriickzufiihren ist, daB neher 
Glykogen bzw. an Stelle des Glykogens sich im Fettgewebe ander 
Kohlehydrate befinden, oder darauf, daB unsere Methode genaver 
oder fehlerfreier arbeitet, lieBe sich erst durch eingehende Studie 
sicherstellen. 

Anhangsweise seien Versuche mitgeteilt, die zwar nicht ‘irekt 
zum Thema gehéren, jedoch im Rahmen der Insulinstudien von Belang 
sind. Wie schon erwihnt, enthalt der Netzkérper im Hungerzustande 
regelmabig Kohlehydrate. Unsere weiteren diesbeziiglichen Unter. 
suchungen ergaben, daB der Kohlehydratgehalt des Netzfettkérpers 
wesentlich vom Alter der Tiere abhingt; bei ausgewachsenen Ratten 
und Mausen ist das Netzfettkohlehydrat ziemlich konstant, bei ganz 
jungen Tieren aber l4Bt sich regelmaBig eine Vermehrung des Koh 
hydratgehalts mit fortschreitendem Hunger konstatieren, ein Befund 
den auch Arndt in seiner oben mitgeteilten Arbeit mitgeteilt hat. Arndt 
hat schon diese Tatsache durch Anwendung der Bestschen Glykogen 
farbung auf morphologischem Wege erhoben (Tabelle III.) 

Aus diesem Versuch ergibt sich mit gréBter Wahrscheinlichkeit 
daB Kohlehydrat nicht nur im Fettgewebe aufgenommen und in Fett 
umgewandelt wird, was allgemeine Meinung ist, sondern auch det 
entgegengesetzte ProzeB, die Zuckerbildung im Fettgewebe aus Fett 
vor sich gehen kann, was der allgemeinen Meinung widerspricht. Die 
Tatsache, dab bei langeren Hungerversuchen der Kohlehydratgehalt 
des Fettgewebes nicht nur nicht abnimmt, sondern nach laingerem 
Gleichbleiben deutlich ansteigen kann, wahrend gleichzeitig das Kohle 
hydrat in Leber und Muskel tief liegt, scheint eine andere Deutung 
nicht zuzulassen. In einem gewissen Widerspruch gegen diese Meinung 
scheinen die Resultate der Versuche von Man und Maggat, sowie von 
Porges und Salomon zu stehen, die zeigen konnten, dab die Entleberung 
zu Aglykamie fiihrt. Der Widerspruch ist jedoch nicht ganz absolut 
da im akuten Versuch bei entleberten Tieren ein relativ geringes Mali 
an Zuckerbildung aus Fett bei hohen Zuckeranspriichen in den Geweben 
ebenfalls zur Aglykamie fiihren kénnte, ohne daB ein absolutes Un 
vermogen der Zuckerbildung im tibrigen Fettgewebe nétig ware. 


Ferner seien zur Erginzung der von Schur und Léw mitgeteilte: 
Beobachtungen noch in Kiirze in Tabellenform einige Resultate von 
Kohlehydratbestimmungen nach Kohlehydratnahrungsaufnahme in de: 
verschiedenen Geweben mitgeteilt (Tabelle IV). 
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Wahrend, wie bekannt, Leber und Muskel nach Kohlehy 
aufnahme sich allmahlich mit Kohlehydrat anreichern, zeigt der K 
hydratgehalt des Netzfettkérpers weit geringere Schwankungen 
ein gleiches Verhalten des Netzfettes wie nach Fiitterung und I 
nisierung der Tiere. Ferner verdient noch hervorgehoben zu wer 
daB in der Leber der gefiitterten Tiere zu demselben Zeitpunkt 
Maximum an Glykogen erreicht wird, wie in der Leber der unter Ins 


zufuhr gefiitterten Tiere. Das Maximum ist infolge der Forder 


der Glykogenbildung bei letzteren nur deutlich héher. Dies spr 


dafiir, daB die Férderung der Glykogenbildung erst in diesem spite 
Zeitpunkt deutlich wird, also spater einsetzt als jene der Fettumwandlung 


der resorbierten Kohlehydrate. 


Literatur. 


1) Schur und Léw, Wiener klin. Wochenschr. 1928, Nr. 7 und 8 
2) Hoffmann und Wertheimer, Pfliigers Arch. 217. 3) Arndt, Zic 
Beitr. z. pathol. Anatom. 79. 











Beitrige zur Physiologie der Driisen. 


Von 


iter Leon Asher, 


Nr. 114. 


Beitrige zur Aktivierung des Adrenalins durch Thyroxin. 
Von 
Fritz Zimmermann. 
Aus dem Physiologischen Institut (Hallerianum) der Universitat Bern. | 


(Eingegangen am 1. Dezember 1928.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Die mannigfachen Funktionen, welche die Schilddriise im Organis- 
mus ausiibt, sind, wie namentlich die vielgestaltigen Krankheitsbilder 
der Pathologie lehren, auBerordentlich verwickelt. Gerade die Pathologie 
muB in dieser Beziehung fiir die Physiologie wegleitend bleiben, weil 
sie auf die Probleme hinweist, die zu untersuchen sind, und weil in den 
Befunden der Pathologie Momente enthalten sind, die zur Kritik solcher 
physiologischer Untersuchungen sehr wertvoll sind, die rein experimentell 
anscheinend exakt sein kénnen, aber nichtsdestoweniger dieser biologi 
schen Kritik nicht standhalten. Andererseits ist es Aufgabe der 
Physiologie, iibersichtliche Bedingungen zu schaffen, um die Funktionen 
der Schilddriise analysieren zu kénnen 

Zu den Grundfunktionen der Schilddriise rechnet die Ashersche 
Schule! die Regulierung der Anspruchsfahigkeit des autonomen Nerven 
systems. Die Schilddriise ist wohl der bedeutsamste Faktor, von dem 
die sogenannte Stimmung des autonomen Nervensystems, die eine 
liber jeden Zweifel erhabene Realitat ist, abhingt. Es ist aber nicht 
bloB die Ashersche Schule, sondern es sind auch eine Reihe anderer 
Autoren, die gleichfalls die Abhingigkeit des autonomen Nerven 


t L.. Asher, Handb. d. inneren Sekretion, herausgegeben von WW. Hirsch, 
2, 188. Leipzig, Kurt Kabitzsch. 
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systems von der Schilddriise auf Grund umfassender Untersuchw 
nachgewiesen haben. So wie die Dinge biologisch liegen, méchte 1). 
fast sagen, dab diese Beziehungen geradezu postuliert werden miis 
Nun besteht aber durchaus keine allgemeine Ubereinstimmung jibe; 
die Giltigkeit des Postulats. Wenn es sich auch um ein Problem hande|; 
bei dessen Beobachtung man sich in erster Linie von _ biologise)e) 
Gesichtspunkten leiten lassen mub, so hat doch die Giiltigkeit de 
experimentellen Beweisfiihrung ihre ausschlaggebende Bedeutu 
Gegen die Giltigkeit der Beweisfiihrung sind Einwinde erhoben word. 
und es sind Arbeiten erschienen!, welche zu dem Ergebnis kommen 
daB die Schilddriise keinen aktivierenden Einflu8 auf das autonon. 
Nervensystem austibe. Um zu verstehen, um was es sich handelt, se 
ein einziges Beispiel methodologischer Natur erwahnt. Da Adrenalin 
sympathische Reizwirkung ausiibt, wird die Wirksamkeit des Adrenalins 
ohne und mit Injektion von Schilddriisensubstanz, ferner bei hypo 
und hyperthyreotischen Tieren untersucht. Wahrend diejenigen, dic 
einen aktivierenden EinfluB der Schilddriise auf das autonome Nerven 
system behaupten, finden, daB die gleiche Dosis Adrenalin unter gleichen 
Bedingungen unter dem EinfluB der Schilddriise starker wirkt, lx 
haupten die anderen, daBb unter Beriicksichtigung von einer Reihe 
von Faktoren und Umstianden ein EinfluB nicht sichtbar sei. Dix 
Einwande, die gemacht werden, sind doppelter Natur. Der eine besteht 
darin, daB die Wirksamkeit der Schilddriise zugegeben wird, abe: 
nicht spezifisch sei, sondern Aminosaéuren und anderen Aminokérpern 
zukomme. Der andere Einwand besteht darin, daB man keine Ver 
starkung der Adrenalinwirkung wie auch der Reizung sympathischer 
Nerven nach Verabreichung von Schilddriisensubstanz beobachten 
kénne. Der erste Einwand, naimlich daB die Schilddriisensubstanz 
nicht spezifisch wirke, andert an dem Tatbestand nichts. Thyroxin 
ist eine Aminoséure; und wenn es Eigenschaft der Aminosiuren ist 
das Adrenalin zu aktivieren, so kann man nur betonen, dab eben 
diese Aminosiure Thyroxin unter der regulatorischen Bedingung des 
Organismus da ist, wenn der Organismus der Umstimmung des auto 
nomen Nervensystems bedarf. 
Etwas anders steht es mit den Einwanden der zweiten Kategori: 

Sie betreffen alle akuten Versuche, in denen sehr viele Nebenbedingungen 
methodologischer und physiologischer Natur zu beriicksichtigen sind 
Letztere werden haufig vernachlassigt, und dies fiihrt trotz anscheinend 
exakt arbeitender Methoden zu Irrtiimern. Die akuten Versuche sind 
auBerdem mit der Schwierigkeit behaftet, daB die Schilddriisen 


1 Dreyerre, Quart. Journ. of exper. Physiol. 14, 1924. Feldberg und 
Schil/, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 124, 94, 1927. 
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reakhtionen, die man anwenden kann, nicht so eindeutig bestimmt 
nd wie diejenigen im chronischen Versuch. Deshalb muB man von 
mehr chronischen Versuch bei der Betrachtung ausgehen 
Was diese betrifft, so liegen einwandfreie Ergebnisse dariiber 
daB die Wirksamkeit von Adrenalin durch die Gegenwart des 
Schilddriisensekrets gesteigert, durch das Fehlen aber vermindert 
wird. Aus der Zahl der hierher zu rechnenden Beweisfiihrung sei nur 
liejenige von Nakayama! erwahnt, der zeigen konnte, dab die Steigerung 
des Stoffwechsels durch intramuskulére Adrenalininjektion ganz 
unders ausfiel, je nachdem er es mit normalen, experimentell hypo 
der hyperthyreotischen Tieren zu tun hatte. Seine Beweisfiihrung 
war streng quantitativ. Auch aus anderen Laboratorien liegen analoge 
Beweise vor. Was die akuten Versuche betrifft, so ist hier nicht der 
Ort. naher darauf einzugehen, weil die nachfolgende Arbeit sich nur 
mit Bedingungen des chronischen Versuches befaBt. Ich méchte hier 
nur darauf hinweisen, daB bei akuten Versuchen auf die Individualitat 
des Versuchstieres, auf die Schwankungen der normaliter in den 
Organismus sich ergieBenden inneren Sekrete, auf das Alles- oder 
Nichts-Gesetz und auf die verwickelte Beziehung zwischen Stoffmenge 
ind Wirkungsgrad Riicksicht genommen werden mub, Riicksichten, 
die gerade von denjenigen Arbeiten, die zu einem ablehnenden Stand 
punkt kommen. nur teilweise oder tiberkaupt nicht genommen wurden 
Alle diese Fragen werden Gegenstand einer besonderen Betrachtung sein 
Die nachfolgende Arbeit, die ich auf Anregung von Professor Asher 
angestellt habe, beschaftigt sich mit der Frage, ob die Wirksamkeit des 
Adrenalins durch das innere Sekret der Schilddriise beeinflubt wird 
Zu diesem Zwecke sollte eine Reaktion benutzt werden, die einen 
Charakter an sich trigt, der zwischen der akuten und der chronischen 
Versuchsart liegt. Sodann sollte es eine Reaktion sein, die, soweit 
angingig, méglichst eindeutig sei. Als solche wurde die Beeinflussung 
des Kohlehydratstoffwechsels durch Adrenalin gewahlt leh habe 
mich aus zwei Griinden fiir den Kohlehydratstoffwechsel des Muskels 
entschieden Erstens deshalb, weil voraufgehende Untersuchungen 
im Berner Physiologischen Institut gezeigt haben, da die Schilddriise 
das biochemische Verhalten des Muskels beeinfluBt und dazu noch 
der zuerst von Orbeli behauptete EinfluB des Sympathikus auf den 
Muskel definitiv gesichert wurde?. Sodann weil im Gegensatz zur 
Beeinflussung des Kohlehydratstoffwechsels in der Leber und im 
Blute, derselbe des Muskels durchaus nicht erschépfend behandelt 
worden ist. Der zweite Grund war der, daB die Verfolgung der An 


let 


1 Kimio Nakayama, diese Zeitschr. 155, 387ff., 413ff.. 1925 
2 Ch. Maibach, Zeitschr. f. Biol. 88, 3, 207, 1928: W. Schmid, diese 
Zeitschr. 201, 125, 1928. 
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spruchsfahigkeit des Kohlehydratstoffwechsels des Muskels ch 
Adrenalininjektionen und nach Adrenalin-Thyroxininjektionen war 
nicht so akut wie bei Nervenreizungen gestaltet werden konnte, «ber 
immerhin im Verlauf von nur wenigen Stunden zu Ende gefiihrt wer |e 
konnte. 


Die Versuchsidee war die nachfolgende: Feststellung der \e 
minderung des Glykogengehalts der Muskulatur nach einer Adrenalin. 
injektion. Sodann sollte die Wirkung der genau gleichen Adrenalin 
dosis am gleichen Tiere an einer zweiten Muskelprobe festgestellt 
werden, nachdem eine gewisse Zeit vorher Thyroxin injiziert worde: 
war. Die zeitlichen Verhiltnisse der Thyroxinwirkung sind diejenige: 
welche die Hauptschwierigkeiten machten. Die Unsicherheit in dieser 
Beziehung bildet den Hauptgrund fiir viele unsichere Ergebnisse. Fs 
ist klar, daB biochemische Reaktionen von der Art der Stoffwechsel 
wirkung kaum momentaner Natur sein kénnen. Durch die schéner 
Untersuchungen von Zawadowsky besitzen wir etwas genauere Kennt 
nisse. Zawadowsky war in der Lage zu zeigen, daB das Maximum der 
Thyroxinmenge, die nach Thyroxininjektion nachweisbar ist, in der 
fiinften Stunde in der Leber sich befinde. Man kann auf Grund vor 
Zawadowskys Arbeiten annehmen, da etwa in dem Zeitraum vor 
einigen Stunden nach der Injektion von Thyroxin die Hauptmeng 
des zugefiihrten Thyroxins sich in den Organen befinde und daher 
in diesem Zeitraum die Organe beeinflussen kann. Auf Grund dieser 
Erwagung habe ich die zweite Adrenalininjektion nach der fiinften und 
nach der sechsten Stunde gemacht. Die Versuchsanordnung schien dir 
Voraussetzung zu erfiillen, um eine etwaige Erhéhung der Wirksamkeit 
des Adrenalins durch das innere Sekret der Schilddriise zu_priifen 
Wenn die Schilddriise einen aktivierenden EinfluB hat, muBte di 
Verminderung des Glykogens nach Adrenalin gréBer sein, wenn ein 
Thyroxininjektion voraufging. Diese Folgerung ist natiirlich nur 
giltig, wenn eine Adrenalininjektion die Verminderung des Muskel 
glvkogens nach sich zieht. 

(Das fiir meine Versuche verwendete Thyroxinpraparat wird vor 
der Firma Hoffmann-La Roche, Basel, synthetisch hergestellt und steri 
in Ampullen von I,lccrn (1°/) in den Handel gebracht. Die Firn 
hat mir in hochherziger Weise eine groBe Anzahl dieser Ampullen gratis 
zugestellt. Ich méchte es nicht unterlassen, ihr meinen verbindlichste 
Dank auszusprechen.) 


AnschlieBend méchte ich die Methodik bringen, die zu den all 
gemeinen Protokollen iiberleiten soll. Die wichtigen und wesentliche: 
Ergebnisse werde ich tabellarisch zusammenstellen und diese in kurzen 
Referat besprechen. Zwei graphische Darstellungen sollen in anschau 


licher Weise die Gesamtresultate zusammenfassen. 
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Methodik. 


Einleitend méchte ich einen kurzen Umrib der geplanten Versuchs- 
nordnung geben und der Art und Weise, wie die Experimente vor- 


ai 


genommen wurden. 


Es handelt sich darum, am gleichen Tiere das Muskelglykogen bei 
malen Verhaltnissen zu priifen, ferner die Wirkung von Adrenalin 
lem und von Adrenalin und Thyroxin zusammen. 


Um nun die Kontrolle zu fiihren, habe ich einen bilateral vorkommenden 
Muskel einseitig operativ ausgeschnitten und ihn auf seinen Glykogen- 
gehalt untersucht ; darauf konnte Adrenalin oder die Kombination Thyroxin- 
Adrenalin gegeben werden, um dann nach einer bestimmten Frist den 
Muskel der anderen Seite zu exzidieren, um auch hier die Glykogen- 
bestimmung durchzufiihren. Spater exstirpierte ich auch noch die Leber; 
nach diesen drei operativen Eingriffen wurde das Tier durch Dekapitation 
oder durch Nackenschlag getétet. 

Diese Methode hat ganz gewi8 groBe Vorziige, nicht nur weil am gleichen 
Tiere ohne gréBeren Eingriff zwei Bestimmungen vorgenammen werden 
kénnen, sondern auch weil die Ergebnisse besser ausfielen, da die Zeit 
von der Ausschneidung bis zur Verarbeitung des Muskels auf ein Minimum 
herabgedriickt wurde. Bei dem von mir angewandten Verfahren betrug 
das Zeitintervall, da der Muskel nicht mehr in Verbindung mit dem Organis- 
mus stand, bis zur Eiskiihlung | bis 2 Sekunden; nach weiteren 10 Sekunden 
war er zerhackt im Zentrifugenglas mit Kalilauge und vielleicht nach | bis 
2 Minuten (da er noch gewogen werden muBte) im siedenden Wasserbad. 
Dadurch konnte der Abbau des Glykogens, der sofort nach der Tétung 
beginnt, ausgeschaltet oder auf ein Minimum herabgedriickt werden. 


Als Versuchstiere wurden Ratten gewahit. Als Versuchsmuskeln 
schienen mir die Extensoren des Unterschenkels der hinteren Extremitat 
geeignet, da sie entfernt werden konnten, ohne daB gréBere GefiBe oder 
Nerven verletzt werden muSten; es wurden iiberhaupt keine lebens- 
wichtigen Organe in Mitleidenschaft gezogen. (Ich hatte anfanglich auch 
an den Pectoralis major gedacht, er schien mir aber weniger geeignet, da 
auBer der groBen Abtrennungsflache auch noch Stérungen in der normalen 
Atembewegung eingetreten waren.) Hingegen hatte ich bei den Extensoren 
mit geringen Mengen zu rechnen, mit Gewichten, die 1 g nie erreichten, 
sondern zwischen 300 und 800 mg schwankten. Nun war es wesentlich, eine 
geeignete Glykogenbestimmungsmethode zu finden. Bei den erwahnten 
kleinen Mengenverhaltnissen kam Hagedorn-Jensen in Frage. Um mich 
einzuarbeiten, ohne dabei Tiere zu opfern, habe ich erst Blutzucker- 
bestimmungen gemacht. Da man jedoch nur sehr kleine Bruchteile der zu 
untersuchenden Lésung titrieren kann (0,1 cem Blut), so multiplizieren 
sich kleinste Fehler vielfach, da man die Glykogenlésung beim anzugebenden 
Verfahren mindestens auf 10 bis 20 ccm bringen muB. Um diese Fehler- 
quellen zu umgehen, benutzte ich bis zum Schlu8 meiner Versuche die von 
B. von Issekutz und J. von Both abgeinderte Hagedorn-Jensensche Methode '. 


Ich stelle hier die beiden Methoden einander gegeniiber, um zu zeigen, 
daB sie prinzipiell nicht verschieden sind. 


1 Diese Zeitschr. 188, 289, 1927. 
Biochemische Zeitschrift Band 206. 25 
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Hagedorn-J ensen. v. Issekutz-v. Both. 
1. Lésungen. l. Lésungen. 
I. n/10 Natronlauge. I. und Il. fallen weg, da si 


Hagedorn zum Enteiweib« 


Il. 0,45°%ige Zinksulfatlésung. ; 
Blutes dienen. 


Ill. Ferricyankalilésung : Lil. Ferricyankalilésung : 
1,65 g Ferricyankali, 16,5 g Ferricyankali, 
10,6 g Natriumcarbonat (Anhy- 70,0 g Natriumcarbonat (An) 
dricum), Wasser zu 1000 cem. dricum), Wasser zu 1000 oc, 
IV. Jodkalilésung: IV. Jodkalilésung: 
5¢ Jodkali, 5g Kalijodid, 
10 ¢ Zinksulfat, 10g Zinksulfat, 
50g Natriumchlorid _ puriss.. 50g Natriumchlorid —puriss 
Wasser zu 200 cem. Wasser zu 200 cem. 
V. 3°. ige Essigséure. V. 9°ige Essigsaure. 
VI. 1%ige Starkelésung: VI. 1°%ige Starkelésung in ¢ 
0,lg lésliche Starke (nach sittigter Natriumchloridlésung 


Bang) in 10 cem H,O. 


VIL. n/200 Thiosulfatlésung. VIL. n/200 Thiosulfatlésung. 


I., Il. und VI. sind alle paar Tage | Es hat sich gezeigt, daB die \ 
frisch anzusetzen. Hagedorn angegebene Starkelésung 
‘ zuverlassiger ist, wenn sie alle 2 bis 
3 Tage neu gemacht wird. 


Die Methoden beruhen auf folgendem Prinzip: 


Reduktion von K,Fe(CN), durch Zucker, Bestimmung des_ nicht 
reduzierten K,Fe(CN), mit Jodkali, wobei J frei wird; dieses wird mit 
Natriumthiosulfat (Na,S,O,) titriert; als Indikator dient Starke 2 K, ki 
(CN), + 2KJ — 2 K,Fe(CN), + Jy. 


Um das gebildete Ferrocyankali aus dem Gleichgewicht zu entfernen 
wird dem Jodkali Zinksulfat beigegeben, so da® fiir weitere Reaktion 
zwei indifferente Komponenten entfallen: 


2 K,Fe(CN), + 3 ZnSO, — K,Zn,[Fe(CN),], + 3 K,SQ,. 


Ich habe, um noch etwas genauere Resultate zu erzielen, die Issekutz sch 
Methode dahin modifiziert, daB ich an Stelle einer Biirette mit 10 eine 
solche mit 20 geteilten Kubikzentimetern verwendete, und die angegeben 
Tabeile rein rechnerisch erweiterte. Ich glaube, dali mit einer Biirett« 
mit 100 geteiltem Kubikzentimeter und einer geniigend unterteilte: 
Tabelle sehr genau gearbeitet werden kénnte. Wenn man bedenkt, da 
man noch die Verdiinnung der Lésungen dndern kann, ware es méglic! 
diese Methode so auszuarbeiten, da Bruchteile eines Milligramms b 
mehrere Gramm Glykogen bestimmt werden kénnten. Allerdings war 
die rechnerisch gefundenen Resultate mit bekannten Zuckerlésung 
nachzupriifen. 
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Ausfihrung der Zuckerbestimmung. 


Hagedorn. I ssekutz. 
|. EnteiweiBung. EnteiweiBung fallt weg. 
leem v. Lésung I 3 Min. im Von der zuckerhaltigen Lésung: 
5 cem v. Lésung IJ } siedenden 20 ecm 
0,1 cem Blut J Wasserbad 10 cem von Lésung III, 
larauf wird die kolloidale Lésung 20 —" im siedenden Wasser- 
vad ; 


lurch eine befevchtete Watte 
filtriert und das Glischen zwei- nach dem Abkiihlen: 

mal mit je 3ccm Wasser aus- 10cem von Lésung V, 
gewaschen. 10 cem von Lésung IV 
einige Tropfen Starke, 


2. Zum klaren Filtrat + Wasch- 
wasser werden 3ccm von mit 10cem Na,S,O, titrieren. 
Lésung IIT gegeben; 15 Minuten Die beste Erfahrung habe ich 
im siedenden Wasserbad kochen. mit 10 Tropfen Starke gemacht, da 


bei geringer Tropfenzah! der Farben- 


Nach dem Abkiihlen setzt man : , , ' 
umschlag nicht deutlich ist und die 


3 cem der Lésung IV + 2ccm nares 

Lésung V + 1 bis 2 Tropfen Starke Verdiinnung der Starke zu groB wird. 
zu. Mit 2 cem Na,S8,0, titrieren bis Bei Hagedorn kommen 2 Tropfen 
zum Verschwinden der Violett- auf etwa 17 cem Fliissigkeit, hierauf 
farbung. aber auf 50 ccm. 


Jeden Tag wurden zwei Kontroll- oder Leertiter gemacht, wegen der 
Eigenreduktion der angefiihrten Lésungen; diese werden im Sommer 
vorteilhaft haufig frisch angevetzt und im Eisschrank aufbewahrt. Ferner 
sollten nur garantierte Proanalysipraparate (Merck u. a.) verwendet werden. 
Das K,Fe(CN), ist vor jeder Wagung im Exsikkator zu trocknen. 


Fiir alle meine Lésungen habe ich nur doppelt destilliertes Wasser 
benutzt. Biiretten, Pipetten und MeBkolben waren alle genau geeicht. 


Nachdem ich die Methode fiir die Zuckerbestimmung eingeiibt hatte, 
bin ich zur Vorbereitung der Muskeln iibergegangen. Bis dato wurden am 
hiesigen Institut die Muskeln nach dem Ausschneiden auf eisgekiihlte 
Glasplatten gebracht, um die Milchséiurebildung aufzuheben, -oder sie 
loch méglichst herabzusetzen. In neuester Zeit wird nun von einigen 
Autoren an Stelle von Eis fliissige Luft verwendet; nach der Exzision wird 
ger Muskel sofort in die fliissige Luft geworfen, hart gefroren, wieder heraus 
lenommen und in einem Morser zu feinem Pulver zerstampft. 


Schon aus lokalen Griinden muBte ich dieses Verfahren fallen lassen ; 
ferner stellte es sich heraus, daB die Eisgefriermethode derjenigen mit 
fliissiger Luft vorzuziehen ist. Herr Professor Eggleton in London (miindliche 
Mitteilung an Herrn Professor Asher) verwendet fiir seine Untersuchungen 
ausschlieBlich Eis. Herrn Professor Neuberg aus Berlin verdanke ich eine 
persOnliche Mitteilung, in der er betonte, da®B die Milchséurebildung, 
nachdem der Muskel einmal ausgeschnitten sei, sich nicht so rasch voll 
ziehe, wie im allgemeinen angenommen wiirde, und dab das diastatische 
Ferment, dessen Reaktionsfahigkeit durch die Eiskiihlung stark herab 
gesetzt sei, auch bei normaler Temperatur sich nicht momentan geltend 
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Folglich lieB ich den Gedanken, den Muskel in fliissiger Luft zu 
arbeiten, ganz fallen und benutzte die altbewahrte Methode von Pjli 

Um nicht gleich Ratten opfern zu miissen, verarbeitete ich zur. 
zwei oder drei Frésche. Nachdem ich bei einer toten Ratte die in F; 


kommenden Muskeln prapariert hatte, entschlo8 ich mich fiir die Extens: roy, 


des Unterschenkels der hinteren Extremitaét. Bevor nun aber die eigen: 
liche Operation ausgefiihrt werden konnte, fragte es sich, ob ein Narkoticuy, 
oder ein Anidstheticum verwendet werden sollte. Bekanntlich haber 
Narkotica einen direkten sensibilisierenden Einflu8 auf den Kohlehydrat 
stoffwechsel; Andasthetica, besonders aber das Cocain, lésen priméar ein 
vermehrte Adrenalinsekretion aus, setzen also sekundér den Glykoge: 
gehalt im Organismus herab. Ich wahlte ein Narkoticum, den Ather, uni 
fand, daB Ratten gegen Ather sehr resistent sind; allerdings darf er auc! 
nicht unvorsichtig verwendet werden, da sonst, wie mir schien, eine tota\: 
Lihmung des Atemzentrums eintritt, wahrend diese Erscheinung bein 
Chloroform haufig nur voriibergehend ist, so daB sich die Tiere meistens 
wieder erholen. Die Chloroformnarkose war mir aber fiir meine Zweck 
za tief, so daB ich beim Ather blieb. 

Ich méchte folgende Vorteile der Athernarkose hervorheben (gegen 
liber einer Lokalanasthesie): 

1. Das Tier kann ruhig und ohne Hilfe aufgebunden werden, ohn 
dai man Gefahr lauft, gebissen zu werden; ebenso leicht geht auch das 
Abbinden vonstatten. 

2. Es verhalt sich wahrend der Operation viel ruhiger, so daB schnelle: 
und sicherer gearbeitet werden kann. Das Strampeln und Zerren unter 
bleibt, folglich auch eine eventuelle starke Milchséurebildung infolge an 
gestrengter Muskelarbeit. 

Uber die Narkose bei Ratten siehe auch H. F.0O.Haberland, ,,Div 
operative Technik des Tierexperiments*, 8.107. Berlin, Springer, 1926 

Da mir meistens keine Hilfe zur Verfiigung stand und die Tiere nac! 
der Operation nur noch 1 bis 7 Stunden lebten, habe ich von der Asepsis 
Abstand genommen und mich mit der Antisepsis begniigt. Die iiblichen 
Brettchen zum Aufbinden der Ratten hatte ich mit weiBem Wachstuc! 
iiberzogen, so daB sie durch Waschen immer sauber gehalten werden konnten. 

Nun konnte ich mit den eigentlichen Versuchen beginnen. Sie vol! 
zogen sich folgendermaBen : 

Vor allem tarierte ich die Glaschen, in denen die Muskelsubstanz 
gekocht werden sollte. Verwendet wurden Zentrifugenglischen, die ic! 
mit leem KOH (60%) beschickte, ungefahr dem Muskelgewicht von 
500 bis 800 mg entsprechend; fiir jedes Glas hatte ich eine Uhrschale mit 
Schrot, so daB, wenn der Muskel zugegeben worden war, sein Gewicht 
aus den aufgelegten Gewichten direkt abgelesen werden konnte; dadurch 
war ein rasches Wagen mdglich und Fehlablesungen ausgeschlossen. Noch 
besser wire allerdings eine Feder- oder eine Torsionswaage. Glaschen und 
Uhrschalen waren analog numeriert; die Nummern im Protokoll beziehen 
sich darauf. Nachdem auch das Wasserbad angesetzt war und Schere, 
Pinzette, Glasschale und -stab auf das Eis gebracht. setzte ich mit einer 


' Handb. d. biochem. Arbeitsmethod. 2, 1. Halfte, 164ff. Berlin 
Wien, Urban und Schwarzenberg, 1909. 
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grouen Kornzange eine Ratte in ein Glasgefaé8 mit Deckel und gab einen 
it Ather getriankten Wattebausch hinein. Die Ratte wurde hier so weit 
hetaubt, daB sie ruhig aufgebunden werden konnte (Bauchlage). Mit 
inom breiten Gazestreifen und mit Reibnageln fixierte ich den Kérper 
les Tieres. War die Sache soweit gediehen, begann das Tier zu erwachen, 
iaB es von Zeit zu Zeit mit der Atherkappe betaubt werden mubBte. 
Nun schor ich ihm die beiden Unterschenkel bis etwas tiber das Knie und 
fibrte lateral vom Knie bis zum Sprunggelenk mit scharfem Messer den 
Hautschnitt; darauf durchtrennte ich die Fascie zwischen Gastrocnemius 
ind Extensoren und préparierte Haut und Fascie von denselben herunter. 
Mit einem scharfen, schmalen Skalpell stach ich zwischen Muskeln und 
Tibia durch und durehtrennte die Sehnen am Sprunggelenk; diese leicht 
mit der Pinzette fassend und etwas nach auBen ziehend, durchschnitt ich 
die am Knochen anhaftenden Teile der Muskeln, durchschnitt diese unter- 
halb des Knies und brachte sie in die eisgekiihlte Schale; nun legte ich 
einen sterilen Gazetupfen in die Wunde und heftete vorléufig die Haut- 
lappen mit einem Schieber zusammen. Darauf wurde mit der gekiihlten 
Schere der Muskel zerhackt, in das bereitstehende Glaschen mit der KOH 
vegeben, tariert und sofort ins siedende Wasserbad gestellt. Jetzt brachte 
ich einen frischen Tupfen in die Wunde, preBte ihn leicht gegen die groBbe 
Abtrennungsflache am Knie und nahte Haut und Fascie mit einer fort- 
laufenden Naht zusammen (der Tupfer wurde eingenaht). Auf die Naht- 
stelle machte ich einen tiichtigen Kollodiumanstrich. Nun konnte die 
Ratte losgebunden und in einen Kafig verbracht werden, den ich bei niedriger 
AuBentemperatur mit ein bis drei Kohlenfadenlampen etwas heizte. 

Vom Legen einer Ligatur vor den beiden Schnittstellen habe ich Ab- 
stand genommen, da die Blutung gering war und eine Ligatur bei einem 
groBen Querschnitt auch nieht geniigt hatte, eine solche aufzuheben; vor 
allem aber kontrahierte sich der Muskel beim Unterbinden krampfartig. 

War ich nun der Sorge mit dem Tiere enthoben, zerquetschte ich den 
Muskel im Wasserbad mit einem Glasstab unter Anpressen an die Wand 
des Glaschens und riihrte den Extrakt gut um. Nun folgte das Reinigen 
der Instrumente und Einlegen in Alkohol, so daB ein zweites und drittes 


Tier operiert werden konnte. 


th 


‘ 


Die Operation wurde in vier Modifikationen ausgefihrt : 

1. Simultane Exzision der beiden Muskeln: Hautschnitt links 
und rechts, Ausschneiden links, Muskel auf Eis, dann rechts dasselbe. 
Zerhacken des linken Muskels und Einlegen in die KOH; dasselbe 
mit dem rechten; Wagung, Wasserbad. Téten des Tieres. 


2 Exzision links usw., Nahen: nach 5 Stunden Exzision rechts. 


Tétung. 

3. Ausschneiden links, Eis. Injektion des Adrenalins in die rechte 
Glutealmuskulatur. Exzision rechts nach 50 Minuten. Totung 

3a. Wahrend ich den rechten Muskel wog, drehte der Abwart das 
Tier auf den Riicken, schor ihm den Bauch und fiihrte den Hautschnitt 
vom unteren Ende des Sternums bis in das zweite Drittel des Bauches, 
so daB ich nur noch die Bauchdecken zu durchtrennen hatte und mit 
einer Pinzette die Leber herausheben konnte. Tétung. Auf der ge- 
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kiihlten Schale wurde die Leber gut zerhackt, gemischt und | bis ° 
davon zur Analyse genommen (gleiche Behandlung wie beim Mus! 


4. Exzision links, Injektion 1 cem Thyroxin in die rechte Glutca! 
muskulatur, nach 5 bis 6 Stunden Injektion von 1 cem Adrenalin j; 
die gleiche Gegend, nach 45 bis 60 Minuten Ausschneidung rechts 
der Leber (wie 3. und 3a.). 

Den Muskel lie®B ich 2 oder 3 Stunden im Wasserbad, versetzt« 


nach dem Abkiihlen mit H,O bidest. und 96°,igem Alkohol in folgey 
Mengen : 


Beispiel: Muskel. . .... . . 700mg i 
SE fg ana cm 4) oumaliplsicnse & 
NR seo a a en A ee 
UE gn a ie > me me — 6,8 
EP ae ee ee ee ee 


Diese Lésung wurde nun 24 Stunden stehengelassen, so da sich 
Niederschlag auf den Boden des Glaschens senkte; spiter habe ich das 
Verfahren dahin abgekiirzt, daB ich 2 bis 3 Tropfen gesittigte Na Cl-Lésung 
zusetzte; diese macht das Glykogen kérnig. Nun konnte ich die Lésunye: 
in einer kleinen Zentrifuge auszentrifugieren; dabei gewann ich fast einen 
Tag. Die Fliissigkeit wurde darauf sorgfaltig vom Sediment durch « 
quantitatives Faltenfilter abgegossen, der Niederschlag mit einem grolen 
Volumen 60°,igen Alkohols unter Umriihren gut ausgewaschen, stehen 
gelassen oder zentrifugiert, bis sich die Glykogenschollen wieder gesetzt 
hatten. Diese Prozedur wurde noch zweimal mit 60°,igem, zweimal mit 
90 °,igem und zweimal mit absolutem Alkohol wiederholt. Naechdem ich 
saubere, etwa 50 ccm haltende Kélbchen unter die Trichter gestellt hatte, 
durchbohrte ich die Filter mit einem Glasstab, beschickte die Zentrifuge: 
glaser mit kochendem, doppelt destilliertem Wasser und léste das Sediment 
auf, goB diese Lésung sorgfaltig durch die kleine Offnung im Filter und 
spiilte dann Glaschen, Filter und Trichter sorgfaltig noch zweimal! mit 
heiBem Wasser aus. Nach Abkiihlung der Glykogenlésung setzte ich rein 
Salzsiure vom spezifischen Gewicht 1,19 zu, so daB die Lésungen etwa 
2% davon enthielten. Darauf kamen die Kélbchen mit den sauren Lésunge: 
3 Stunden ins siedende Wasserbad. Nach dem Abkiihlen wurden sie mit 
60% KOH neutralisiert. Als Indikator benutzte ich 1 Tropfen Pheno! 
phthalein. Die schwach alkalischen Lésungen brachte ich in einen 100-cen 
Kolben, fiillte bis zur Marke mit Aqua bidest. auf (unter starkem Schiitteln ! 
Nun konnte ich vom gleichen Muskel fiinf Zuckerbestimmungen nac! 
Issekutz vornehmen. 


Adrenalin- und Adrenalin-Thyroxinversuche. 


Hier war es kein leichtes, die richtige Dosierung und die Zeit det 
maximalen Wirkung zu finden. Denn wie individuell das Adrenalin 
wirkt, ist allgemein bekannt. Es hat den Anschein, daB viele Faktoren 
ihren EinfluB auf das Sekret der Nebenniere geltend machen. Je nach 
Ernahrung, Reizzustand, Geschlecht, Schwangerschaft, AuBentempe 
ratur usw. scheint es seine Wirkungsweise zu andern. Ich glaubte div 





> 
Be 
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s? Frage so am besten zu lésen, indem ich nahezu an eine lactale Dosis 
heranging, da ich von dieser die regelmaBigsten Ergebnisse erhoffte 
Bekanntlich ertragen Ratten sehr viel Adrenalin, so daB ich in dieser 
feziehung schon etwas wagen konnte 


Als letale Dosen wurden gefunden 


Stithel. . . . . «. mg Adrenalin pro Lkg Koérpergewicht 
Cushung 10 bis 20 ,, - a 


SES. “6 woos giiadk . Hin - ont 


Gestiitzt darauf, wahlite ich zwei Dosierungen: 1: 10000) und 
| 1000. Aufgefallen ist mir, daB kleine Ratten das Adrenalin oft viel 
besser vertrugen als gréBere, die die gleiche Dosis erhielten; die be 
kannten Erscheinungen, Dyspnoe, apathischer Zustand und Tranen 
sekretion waren bei groBben Tieren in vielen Fallen viel ausgesprochener ; 
doch sehien sich keine Regel aufstellen zu lassen, die wirklich positive 

(las \nhaltspunkte ergeben hatte. Die Adrenalinlésungen stellte ich mir 
a selber her aus reinster Adrenalinsubstanz, die mir in sehr = zuvor- 
i kommender Weise von der Gesellschaft fiir chemische Industrie in 
oi Basel zur Verfiigung gestellt wurde. Ich méchte es nicht versiumen 
auch an dieser Stelle der Firma meinen besten Dank auszusprechen 
Der Adrenalinlésung wurden so viele Tropfen reinster HCl zu- 
gegeben, bis sich das Adrenalin eben liste. Nun fragte es sich, wie 
ich rasch wirkt Adrenalin auf das Muskelglykogen, und wann etwa im 
te, Maximum. Uber diese Frage fand ich im Handbuch iiber innere 
Sekretion von Dr. Hirsch, Kapitel Bayer, Die Wirkung des Adrenalins 
auf den Kohlehydratstoffwechsel, Bd. 2, 8. 634 und 644 Auskunft 
it Ich wartete also jeweilen 45 bis 60 Minuten bis zur Exzision des 
ne zweiten Muskels nach der Applikation des Adrenalins. Eine unfehlbare 
- Innehaltung der Zeit lieBen die Experimente nicht immer zu. Ferner 
war ich nicht sicher, den Kulminationspunkt der Kurve zu_ treffen 
so daB ich bei nicht genauer Innehaltung der Zeit korrespondierende 
Punkte auf den Kurven antraf, da diese ungefahr gleich steil aufsteigen 
und abfallen und zudem in relativ kurzer Zeit. 


Protokolle. 
Ratte Nr. 1. 10. Mai 1928. 
Ather: 
10630’ Exzision links. . .... . cs caw « « ee 
15 30 re Ph; + a ewe aoe se eo. ee ae Oe 
Muskeln waihrend 3 Stunden im Wasserbad. 


Glykogen links (pro 1g Muskel). . .. . . 7,17 mg 


rechts (,, Ig oe ke eso wre 
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Ratte Nr. 3. 21. Mai 1928. (Wegen Glasbruch kann der Versucl 

Ratte Nr. 2 nicht zu Ende gefiihrt werden.) 
Ather: 

9615’ Exzision links . 630 mg (1 

9 15 - rechts 560 ,, (2 

Muskeln wahrend 3 Stunden im Wasserbad. 

Glykogen links (pro 1 g Muskel) . 7.76 mg 


rechts (., lg ioe bi, 8.05 


” 


Ratte Nr. 4. (Sehr resistent gegen Ather.) 


Ather: 


10515’ Exzision links . 470 mg (5) 


10 15 ~ rechts 480 ., (6) 


Muskeln wahrend 3 Stunden im Wasserbad. 


Glykogen links (pro 1 g Muskel) . 9,06 mg 


rechts (., lg oo 6: eo co 


Ratte Nr. 5. 
Ather: 


11400’ Exzision links . 780 mg (3) 


17 00 oo rechts 610 ., (4) 


Muskeln wahrend 2‘, Stunden im Wasserbad. 
7,56 mg 


Glykogen links (pro 1 g Muskel) . 
7,13 


rechts (,., Ig ‘ Die 


Ratte Nr. 6. 24. Mai 1928. 
8545’ Injektion von | cem Adrenalin 1 : 10000 in die 
rechte Glutealmuskulatur. 
Ather: 


8h46’ Exzision links . 
leem 2°,iges Novocain 


585 mg 


9630’ Exzision rechts 590 
Muskeln wahrend 2 Stunden im Wasserbad. 
Glykogen links (pro 1g Muskel). . . . . . 9,38 mg 


rechts (,, lg - rae 676 


Differenz: 2,62 mg 


Die Tiere blieben bis zur Exzision rechts aufgebunden. Zur Milderuny 
der Wundschmerzen gab ich | ecem Novocain in den linken Ischiadicu 
vor allem aber, um die Wirkung von Adrenalin bei gleichzeitiger Novocai: 


injektion zu priifen. 
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I Ratte Nr. 7. 

9600’ Injektion lcem Adrenalin 1: 10000 (wie 6). 

ae. een Ce. 2 ws + oe see oe ere eo es Se 
: Ather: 
Ga Weeiieies oes Cw kt lt hl tt we sw ow 


leem 2%iges Novocain. 
Muskeln wahrend 2 Stunden im H,O-Bad. 
Glykogen links (pro 1g Muskel). . .. . . 8,87 mg 
rechts (,, lg - hanna a & Ge 
Differenz: 2,52 mg 
Ratte Nr. 8. 


9645’ Injektion Icem Adrenalin 1: 10000 (wie 6) 


Ather: 
a fo eee ee 
eC 4 kg wt eS Ge oe eee 


leem 2°,iges Novocain. 
Muskeln wihrend 2 Stunden im H,O-Bad. 
Glykogen links (pro 1g Muskel). . .. . . 6,59 mg 
rechts (., lg - LM. .« + » 6 6 ee Oe 
Differenz: 1,99 mg 
Ratte Nr. 9. 31. Mai 1928. 


10400’ Injektion leem Adrenalin 1: 10000 in die 
Muskulatur des rechten Unterschenkels. 


Ather: 
ee” ees See Se ts er el a 9s oe oe S RR 
10 45 = oe a-wi- n) ae aed 6 oP ae a ae 
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Muskeln wahrend 2 Stunden im H,O-Bad. (Die Zeit wird bis zum 


SchluB aller Versuche innegehalten.) 


Glykogen links (pro 1g Muskel). ... . . 8,27 mg 
rechts ( .. ig - ed ie cat al ee 


Differenz: 3,05 mg 


Ratte Nr. 10. 


10415’ Injektion 1 cem Adrenalin 1: 10000 (wie 9) 


Ather: 
10616’ Exzision links. . sae Se sg cc as eRe 
1] 00 - ne 4 ak ae ee . . oe 
x Glykogen links (pro 1 g Muskel). . . . 9,67 mg 


oj rechts (,. lg oohe TNA a ok se 


Differenz: 4,49 mg 
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Ratte Nr. 11. 


11440’ Injektion | ecem Adrenalin rechts 1: 10000. 


Ather: 
RGpGe Bempieiom file. 2 i. kt Ct ct cw te we Oe 
12 00 HF I c. 4 ee el eal at oe ea 
Glykogen links (pro 1g Muskel). . .. . . 8,07 mg 


rechts ( ,, lg 99 Ds 


Differenz: 2,12 mg 


Ratte Nr. 12. 4. Juni 1928. 
9530’ Injektion 1 cem Thyroxin (1 : 1000) in die rechte 
Glutealmuskulatur. 
Ather: 
OpSn’ Wiusision Winks. . . 1. 2s ttt ew te COME 
14 30 Leem Adrenalin 1: 10000 (wie Thyroxin). 


15 15 Exzision rechts ...... ss ae ae a a 


Glykogen links (pro 1g Muskel) . 98 mg 
eo aa 
i- 


rechts (,, lg - - 


Differenz: 0,26 mg 


Ratte Nr. 13. 
10400’ Injektion 1 ecem Thyroxin (wie Nr. 12). 
Ather: 
ee NN a ks es se a ee ee ws 


15 00 Injektion leem Adrenalin 1: L0000 


Pe ee SI is kk ee cowie « o BE 
Glykogen links (pro 1g Muskel). . .. . . 8,20mg 
rechts (,, lg 9” eres a ee 


Differenz: 1,63 mg 


Ratte Nr. 14. 
10520’ Injektion leem Thyroxin (wie Nr. }2) 
Ather: 
ES ee 
15 30 Injektion J) ecem Adrenalin 1: 10000 


fe 8 we keels a ee ee 
Glykogen links (pro 1g Muskel). ... . . 8,90mg 
rechts (,. Ig - ae © Be 


Differenz: 1,40 mg 
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Ratte Nr. 15. 5. Juni 1928. 


7530’ Injektion 1 cem Thyroxin (wie Nr. 12) 


Ather: 
peur en ES cw te lk te ee ee 
12 45 Injektion leem Adrenalin 1: 10000 
Ss fe ee ae ee ee a ee 
Glykogen links (pro 1g Muskel). . . . . . 9,63 mg 


rechts (,, Ig - ae aati Gu! 


Differenz: 1,04 mg 


Ratte Nr. 16. 


8h10’ Injektion leem Thyroxin (wie 12) 


Ather: 
I I I a gs las ue - eg a 
13 10 Injektion lcem Adrenalin 1: L0000 
SE Ee eee eee a ee ee 
Glykogen links (pro 1g Muskel). ... . . 7,60 mg 
Glykogen rechts ( ,, lg io OSS & ain Qe 


Differenz: 0,84 mg 


Ratte Nr. 17 


8h40’ Injektion 1 cem Thyroxin (wie Nr. 12) 


Ather: 
rea’ Wiistom Mee. . 2 ttt ct tlt ste Oe 
13 40 Injektion leem Adrenalin 1: 10000 
a ee as ok ee ee ee Ow wie ec wo 
Glykogen links (pro 1g Muskel). ... . . 7,50mg 


rechts (., Ig - Mee 4 + o & Gwe 


Differenz: 0,74 mg 


Ratte Nr. 18. 8. Juni 1928. 


10450’ Injektion 1 cem Thyroxin 


Ather: 
BORGO’ Wineieiom Melee. . . - . sc we ec tee eo wo Ome 
15 50 Injektion lecem Adrenalin 1: 10000 
fe ae Ge dk es Cw st ee se et 
Glykogen links (pro 1g Muskel). . .. . . 6,66me 


- rechts (,, Ig ” errs se 


Differenz: 0,63 mg 
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Ratte Nr. 19. 
11425’ Injektion 1 cem Thyroxin 


11 30 Exzision links. ..... tae o . 720 meg 
16 25 Injektion lcem Adrenalin 1: 10000 
oe ee GS ke eee se ee ee e 
Glykogen links (pro 1g Muskel). ... . . 7,06mg 
rechts (,, lg “ae Pee . 6,21 


Differenz: 0,85 mg 
Ratte Nr. 20. 
12b15’ Injektion lecem Thyroxin 


Ather: 
1220’ Exzision links. . .... . a . . 460 mg 
16 30 Injektion l1ceem Adrenalin 1: 10000 
ce ME EE a ee 
Glykogen links (pro 1g Muskel). . .. . . 7,09mg 


rechts (.. lg os Dok ele Se 
Differenz: 0,24 mg 
Ratte Nr. 21. 11. Juni 1928. 
14400’ Injektion leem Adrenalin 1: 10000 


14 05 Exzision links . ( 680 mg) 
14 50 ss rechts ee ce ee ae ; > ye 
15 00 is der Leber .... : 5 a a +e Geo 


Wegen schlechter Titerstellung der Jodkalilésung gehen die beide: 
Muskelresultate verloren. 
Glykogen der Leber (pro lg). ..... . 15,1 mg 


Ratte Nr. 22. 
14430’ Injektion 1 cem Adrenalin 1: 10000 


Ather: 
an weet meee See SN Pe oe 8S 890 mg 
15 20 ™ ee & ao. « a gs ee ee 
15 25 - der Leber ..... hu tes tet fe asthe cca 
Glykogen links (pro lg) ...... . . 7,09 mg 


rechts ( .. lg). : a te ew nh 
Differenz: 1,64 mg 


der Leber (pro lg) ..... . . 33,50 


Ratte Nr. 23. 
15h45’ Injektion 1 cem Adrenalin 1: 10000 


Ather: 
ee ee Ce a cc tat oe Pw Se eee 
16 30 * ee ee ees 
oe ees ee gg sk Sm lie oe eee 
Glykogen links (pro lg) ........ . 957mg 
ei. See «+ es a. + & +) 
Differenz: 1,60 mg 


der Leber (pro lg) ..... . . 20,10 
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Ratte Nr. 24. 13. Juni 1928. 


8120’ Injektion leem Adrenalin 1: 1000 
Ather: 
8h22’ Exzision links . 
9 15 sie rechts 
9 20 Exzision der Leber. 
Glykogen links (pro 1 g) 
rechts (., 1g) 
Differenz: 


der Leber (pro 1 g) 


Ratte Nr. 25. 
8555’ Injektion 1 ccm Adrenalin 1: 1000 
Ather: 
9200’ Exzision links . 
9 50 Exzision-rechts 
9 55 - der Leber. 
Glykogen links (pro 1 g) 
rechts (.,, 1g) 
Differenz : 
der Leber (pro 1 g) . 


Ratte Nr. 26. 
1(615’ Injektion lL cem Adrenalin 1: 1000 
Ather: 

10617’ Exzision links . 
11 10 Exzision rechts 
IL 15 = der Leber. 

Glykogen links (pro 1g) 

rechts (., lg) 
Differenz : 


der Leber (pro 1 g) 


Ratte Nr. 27. 15. Juni 1928. 
8400’ Injektion leem Thyroxin 
Ather: 

8605’ Exzision links . meee 2 alee 
13 30 Injektion leem Adrenalin 1: 1000 
14 25 Exzision rechts 
14 30 rs der Leber. 

Glykogen links (pro 1 g) 

fe rechts (., Ig) 


Differenz : 


” der Leber (pro 1 g) 


660 mg 
630 
840 
8,31 mg 
5.75 
2,56 mg 


5,61 


540 mg 
460 
1650 
9,39 mg 
7,88 
1.51 me 
25,43 


520 mg 
460 
920 
6,27 meg 
5.51 
0,76 mg 


3,94 


420 mg 


440 
870 ., 
9.50 mg 
4,94 

4,56 mg 


3.33 
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Ratte Nr. 28. 
8b30’ Injektion leem Thyroxin 
Ather: 

8b36’ Exzision links . ea a & Ms 
13 35 Injektion leem Adrenalin 1: 1000 
14 35 Exzision rechts 
14 40 ue der Leber. 

Glykogen links (pro 1 g) 

rechts (.. Ig) 


Differenz: 


der Leber (pro 1 g) 


Ratte Nr. 29. 
9400’ Injektion lecem Thyroxin 
Ather: 

9610’ Exzision links . 7 
14 01 Injektion leem Adrenalin 1: 1000 
14 55 Exzision rechts 
15 00 nf der Leber. 

Glykogen links (pro | g) 

rechts (., 1g) 


Differenz : 


der Leber (pro 1 g) 


Ratte Nr. 30. 18. Juni 1928. 
7430’ Injektion 1 cem Thyroxin 
Ather: 
7635’ Exzision links . ee ee ee eee 
13 40 Injektion Leem Adrenalin 1: 1000 
Glykogen links (pro 1g) 
rechts ( .. 1g) 
Differenz 

der Leber (pro 1 g) 


680 meg 


670 
1520 
6,39 me 
4,32 
2,07 my 


2.84 


410 mg 
455 
1430 
7.97 mg 
4.77 
3,20 my 


2,03 


310 my 


9,36 mg 
6,21 
3,15 mg 
2.04 


Auffallend ist hier die Speichelabsonderung, fast wie nach Vera 


reichung von Pilocarpin. 


Ratte Nr. 31. 

7550’ Injektion 1 cem Thyroxin 

Ather: 

8600’ Exzision links . ta de a RA 
13 50 Injektion leem Adrenalin 1: 1000 

Viel Speichel. 
14550’ Exzision rechts 
15 00 = der Leber. 

Glykogen links (pro 1g) . 
rechts (,, lg) oo 
Differenz: 
" der Leber (pro 1 g) 


410 mg 


450 
620 
7,96 mg 
5.63 


2,33 mg 
2,90 


. 
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Ratte Nr. 32. 

8515’ Injektion 1 cem Thyroxin 
Ather: 

ee A Ss ios i te Seay wei ete 310 mg 
Exitus wahrend der Operation, kein Speichel 

14520’ Injektion lecm Adrenalin 1 : 1000 


14 15 Exzision rechta .......... a oe tg 
15 20 em der Leber. .... ae: ; oc oe 

Glykogen links (pro lg) ..... . . . 816mg 
ee 6 Og 4 kk . . 4,45 


Differenz 3,71 mg 


der Leber (pro 1 g) a . £0 . 


Ratte Nr. 33. 19. Juni 1928. 

7450’ Injektion 1 cem Thyroxin 
Ather: 

7655’ Exzision links. . ae geen ar . 380 mg 
Sehr viel Speichel. 

13550’ Injektion 1 ccm Adrenalin 1: 1000 


14 45 Exzision rechts . , “he Sr : ~ meee « 
Exitus, nach Herausnahme der Leber Verblutung. 
14850’ Exzision der Leber ........%. So 
Glykogen links (pro lg) ....... . . 936mg 
ee es Bee a « s hos 6 + 
Differenz: 3,74 mg 
Ger Lever (oso lg) ....... 838 a 
Ratte Nr. 34. 
8518’ Injektion 1 ccm Thyroxin 
Ather: 
8620’ Exzision links. .......... . 390 me 


Kein Speichel. Tranensekretion. 
14520’ Injektion l ccm Adrenalin 1: 1000 


eee a eee 
15 30 a ees i da ew es Pigs ss Ps 
Glykogen links (pro lg) ..... . . . 6,50 mg 
- aS . . 4,52 


Differenz 1,98 mg 


der Leber (pro lg) .. . + ee 
Bicchemische Zeitschrift Band 206. 26 
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Ratte Nr. 35. 
8645’ Injektion 1 ccm Thyroxin 
Ather: 
8645’ Exzision links . 7 ae 
Speichel gering. Trinensekretion. 
14545’ Injektion 0,75 cem Adrenalin 1: 1000 
15 45 Exzision rechts 
15 50 - der Leber 
Glykogen links (pro 1 g) 
rechts ( ,, l gz) 


der Leber (pro 1 g) 
Ratte Nr. 36. 22. Juni 1928. 


Ather + Chloroform: 
14515’ Injektion lcem Adrenalin 1: 1000 


Das Tier stirbt bei der letzten Narkose, daher die groBe Glyko; 


abnahme. 
14516’ Exzision links . 
15 10 - rechts : 
15 15 - der Leber. 


Glykogen links (pro 1g) 
rechts (,, 1g) 


der Leber (pro 1 g) 


Ratte Nr. 37. 
14630’ Injektion I ccm Adrenalin 1: 10000 


Ather: 
14430’ Exzision links . 
15 30 od rechts 
15 35 i der Leber. 


Glykogen links (pro lg) 
rechts (., 1g) 


der Leber (pro 1 g) 

Ratte Nr. 38. 

15400’ Injektion 1 ccm Adrenalin 1: 1000 

Ather: 

14555’ Exzision links . 

16 00 a rechts 

16 05 so der Leber. 

Glykogen links (pro 1g) 
rechts (,, 1g) ihe 
Differenz : 


der Leber (pro 1g) 


Differenz: 


Differenz : 


Differenz: 





595 mg 


540 
990 
6,09 my 
4,02 
2,07 mg 


3.19 


570 mg 
590 


1590 
6,37 mg 
3,68 

2,69 mg 
=: We 


640 mg 
690 
2530 
6,23 mg 
5,26 
0,97 mg 


1,19 


600 mg 
680 ,, 
2170 
5,44 mg 
3,72 
1,72 mg 


0,64 


wa 
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Ratte Nr. 39. 27. Juni 1928. 
Ather + wenig Chloroform: 


8115’ Injektion leem Thyroxin 


ae Se Ss cs + G6 a ee . . 430 meg 
15 25 = ee ead a ae ee . « 420 
Glykogen links (pro lg) . . ; . 6,74 mg 
rechts ( ., lg). ‘ . 617 


Differenz: 1,57 mg 


Ratte Nr. 40 
Ather + wenig Chloroform: 


$h35’ Injektion 1 cem Thyroxin 


8 40 Exzision links . Se dar Gu ehicn aap a 460 my 
15 35 = rechts ee ee es ee 

Glykogen links (pro lg)... . . « « 7,09 mg 
nets f45 Bae. = ; «. oe 


Differenz: 1.62 mg 
Ratte Nr. 41. 


9505’ Injektion leem Thyroxin 


Ather + Chloroform: 
9605’ Exzision links . , 710 mg 
16 OV és rechts .. . ; 655 
Glykogen links (pro lg) ...... . 6,13 meg 
ae. . Seek es és . 6,65 


Differenz: 0,52 mg 


Durch die Narkose erleidet das Tier einen Kollaps, die Atmung scheint 
wahrend einiger Minuten auszusetzen, doch erholt es sich wieder ganz. 


Ratte Nr. 42. 


9625’ Injektion 1 cem Thyroxin 


9 30 Exzision links. -sag ; 590 mg 
16 10 re rechts Pea : ; 690 
Glykogen links (pro 1g) +. aw cc we 
rechts (,, lg) > ino , 4,73 


Differenz: 0,80 mg 


Das Tier scheint an Kleinbirnstérungen zu leiden. Es liegt auf der 
rechten Seite, der hintere Kérperteil fast auf dem Riicken. Es scheint, 
daB die Tiere von Nr. 36 bis 42, welche vorher zu Vitaminversuchen gedient 
hatten, nicht normal waren, was vielleicht die kleinen Glykogenwerte auch 
im normalen Muskel erkléiren laBt. 
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Ich habe nun aus den Protokollen die gleichartigen Versuche 2, 
sammengestellt und zugleich die nétigen Berechnungen und Gegey 
iiberstellungen ausgefiihrt. 


Tabelle I. Normaltiere. 





Zeit 


Glykogen Glykogendifferenz isch 
Ratte Seite pone ein = Narkose 
me pro g 5 — zweiter 
Nr. mg wy %p mg %, Exzision 
1 links 610 7,17 0,72 ‘laa - 
rechts 750 7,20 0,72 | 0,08 0,41 5h Athe ! 
3 links 630 7,76 0,78 ila« , snes 
rechts 560 805 0 (ogi f929 = 3.60, 80 
4 links 480 9.06 0.91 | ‘ ” 
rechts 470 a2 6 oss j%9 | 300 | = 
5 links 780 7,56 0,76 , — . 
rechts 610 7:13 o71 j*® 568 - 
Mittelwerte: 611,25 7,897 0,79 0,235 2.94 


Der Durchschnitt des Muskelglykogens von sdémtlichen Versuchstierer 
betragt 0,79 %. 


Tabelle I, Normaltiere. Einleitend war vor allem zu untersuchen 
ob zwischen dem Muskel der linken und demjenigen der rechten Seit« 
unter normalen Umstinden eine Glykogendifferenz bestehe. Eigentlich 
sollte dies nicht der Fall sein; doch waren die Verainderungen, die durch 
die Narkose und die Operation hervorgerufen werden konnten, nicht 
vorauszusehen und muBten folglich gepriift werden, damit sie in den 
kombinierten Versuchen eventuell in Betracht gezogen werden konnten 
Gliicklicherweise gestaltete sich die Sache einfach, indem die Glykogen- 
differenz zwischen rechts und links praktisch als Null angesehen werden 
kann, denn es hat sich gezeigt, wie aus der Tabelle I ersichtlich ist 
da8 einmal der Glykogengehalt rechts und ein andermal links etwas 
gréBer war. Als absolute Differenz habe ich bei den vier Tieren 0,235 mg 
pro 1 g Muskel, oder 2,94°,, gefunden. Diese kleine Abweichung vom 
Nullpunkt ist eher auf kleine Fehler bei der Glykogenbestimmung 
zuriickzufiihren als auf eine wirklich bestehende Ungleichheit im 
Glykogenbestand der beiden entsprechenden Organe. 


Uber das Verhalten der Tiere nach der Operation ist nichts Auf 
falliges zu bemerken. In der ersten halben Stunde gingen sie lebhaft 
im neuen Kafig herum, wobei sie das operierte Bein nicht einmal be 
sonders schonten; spiater schliefen sie. Gefressen haben sie nichts 
héchstens etwas Wasser zu sich genommen. 








en 
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ch 
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ht 
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Die in Tabelle I] angefiihrten Versuche sollten den EinfluB des 
Novoeains auf das Adrenalin dartun; zugleich konnten dem Tiere 
durch die Anasthesierung des linken Beines die Wundschmerzen etwas 
vemildert werden. Adrenalin wurde in der Dosis | cem | : 10000 intra- 
muskular in die Glutealgegend gegeben. Durch die beiden Einspritzungen 
ist bei allen drei Tieren der Glykogengehalt rechts um fast ein Drittel 
vermindert worden (28,85 °,) 


Tabelle II, Injektion: leem Adrenalin 1: 10000 in rechte Glutealgegend. 
lcem 2°,iges Novacain in die Gegend des Ischiadicus, linker Oberschenkel. 





Glykogen- 


2 Glykogen differenz . ~¥ 
Ratte Seite = 5 Injeke Narkose Anastheticum 
== mg proog , iin tion 
Nr mg Muskel - 
6 links 585 9.38 0,94 |, 62 27.94 45’ schwach ccm 2°/oiges 
rechts 590 6.76 ( o06e8)1°""”“* Ather Novocain 
7 links 499 8.87 9.88 lo x9 oc 
oc “yu ‘ 2.52, 28.41 40 Dasselbe Dasselbe 
rechts 570 6.35 0.64 | — —_ 
s links 559 6.59 0.66 | 1.991 30.19 40 
rechts 550 4.60 wae 
Mittel. | links 8.28 O83 2.38 28.85 41°60 


Von besonderen Merkmalen oder auffallenden Symptomen konnte 
wihrend den 40 oder 45 Minuten zwischen der ersten und der zweiten 
Operation nichts Auffalliges bemerkt werden, héchstens hatte man 
an eine leichte Dyspnoe denken kénnen; ich méchte jedoch in dieser 
Beziehung vorsichtig sein, da auch bei den Normaltieren die Atem- 
frequenz etwas gesteigert, die vielleicht nur dem aufgeregten Zustande 


der Tiere zuzuschreiben war. 


Tabelle III]. Injektion: leem Adrenalin 1: 10000 in die Muskulatur 
des rechten Unterschenkels, 





Glykogen Glykogendifferenz Dauer 
, ‘ Muskel- ; der Ny 
Ratte Scite gewicbt mg pro g ‘ia Injek — 
Nr mg Muskel . tion 
G 57 8,27 0.8; . i . 
+] links 70 Dee 83 | 305 36.7 45 (ther 
rechts 625 5,22 0,52 | 
10 links 610 9,67 097 |) axe - ~ 
peo -* - ou 47.4 45 Dasselbe 
rechts 110 5,18 0,52 | ‘ : 
iM links = 680 807 6 O88l 1 O12 )= 62 40) 
rechts 730 595 O60 | 
Mittels | links 8,67 O87 | 29% 36.8 43 a0)’ 
werte | rechts 5.45 0.55 j~™ 
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Den Tieren auf Tabelle IT] wurden die Adrenalineinspritzu 
(1cem 1: 10000) direkt in die spater zu untersuchende Musku! 
gemacht. Die grobe Glykogenabnahme laiBt schlieBen, daB dure} 
Adrenalinwirkung eine starke Verinderung der GefiBe stattgefw 
hat, so daB eine richtige Durchstrémung der Muskeln mit Blut 
geschlossen war und die dissimilatorischen Prozesse vorwiegen mu! 
Der Muskel war bei der Exzision in der Tat cyanotisch verfarbt. Hin 
Blutung war kaum zu bemerken. Ich michte diese Versuche nur ne! 


bei erwahnen, die erneut zeigen, wie stark die Kontraktilitat. besonders 


der Arterien, bei Adrenalinapplikation zunimmt, so daB kleinere Part 
mit Adrenalin fast blutleer gemacht werden kénnen 

Als reine Adrenalinwirkung sind die Glykogenabnahmen in T'abe//: / | 
zu betrachten. Zugleich wurde auch noch die Leber verarbeitet 


es nach den Versuchen vom 4.. 5. und 8. Juni (s. Protokolle Ratten 12 


bis 20) schien, daB zwischen Leber und Muskel eine regulatorisech: 
Wechselwirkung stattfinde, d.h. daB das Leberglykogen, durch da 
mit Thyroxin starker sensibilisierte Adrenalin ginzlich aus der Leber 
verjagt, in den Muskel abgelagert werde. Dies war der Grund, warun 
von nun an auch die Leber zu den Untersuchungen herangezogen wurd: 


Tabelle IV. 


Injektion von leem Adrénalin 1: 10000 in rechte Glutealmuskeln 





Glykogen Glykogen> Gewicht Daue 
differenz der 
» ; Muskel der vers . 
Ratte Seite Glykower Injek 
gewicht arbeiteten : sate 
Mm. pro g ~ Leber 
Nr my Muske! - Mir 
22 links 890 7.09 071 : 
eet N64 2313 21909 3,32 
rechts 930 5.45 0.55 | 
23 links 830 957 0,96 ),, — : 
: en ms 1.60 16,71 1S40 2.01 45 
rechts 840 197 0.78 | 
an : - oo ” 
of links 640 6.23 0.62 2 leis —- 
yr », 10,97 15,57 2530 1191 55 
rechts 690 5.26 0,53 |} 
38 links 600 544 054 es - 
= = 11.72 31.80 2170 0.64 Hv 
rechts 680 3.72 0.37 | 
Mittel- links 7.08 0,707 ™ a 
me we L148 21.80 179 525 
werte | rechts 5.60 0.556 | 


Ratte 21, von der nur die Leber verarbeitet werden konnte, ergab 1,51 °, 
Glykogen pro 1 g Leber. 


Vor allem aber enthalt die Tabelle die Bestatigung, daB Adrenali 
allein weniger wirksam auf das Muskelglykogen ist, als wenn zu gleiche: 
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noch Novocain gegeben wird Wahrend bei der Kombination 


™ 


Novoeain— Adrenalin die Abnahme des Muskelglykogens 28,85 ° 
betrug. errreicht sie nach der gleichen Dosis, aber ohne Novocain, nur 
2} 81L°,. also 7°, weniger Ein so groBer Unterschied kann nicht 
experimentellen Zufalligkeiten zugeschrieben werden, sondern er muB 
ganz bestimmt der aktivierenden Wirkung des Novocains fiir Adrenalin 
mkommen, genau in der Weise, wie es fiir das Cocain beschrieben 
worden ist. Zu priifen ware allerdings. ob die genannten Aniisthetica 
allein schon eine Glykogenverminderung im Muskel hervorrufen 
Jedenfalls ist aber die Narkose fiir Versuche dieser Art nun gerecht- 
fertigt, da mit ihr auf alle Falle unter physiologischeren Bedingungen 
gearbeitet werden kann. 


Da die Ratten mit den bis hierhin verwendeten Adrenalindosen 
keinerlei Beschwerden zeigten, die AnlaB zu Bedenken gegeben hatten 
wihlte ich fiir eine weitere Serie die Dosierung | : 1000. Die Resultate 
die ich bei dieser Dosierung gefunden habe, sind in Tahelle V zusammen 
gestellt. Es zeigte sich nun, wie duBerst resistent die Ratten gegen 
Adrenalin sind. Die Tiere ertrugen auch diese Dosis im allgemeinen 
sehr gut; jedoch trat nun ausgeprigte Dyspnoe ein, die schon pathologi- 
schen Charakter zeigte; die Tiere saBen oder lagen aber noch immer 
aufrecht; die Abwehr- und Fluchtbewegungen waren lebhaft und 
kraftig. Allerdings machte Ratte Nr.36 in der zweiten Narkose Exitus; 
ob dies eine Wirkung des Adrenalins durch Lahmung des Atemzentrums 


Tahelle V. 


Injektion: Leem Adrenalin 1: 1000 in rechte Glutealmuskeln 





Glykogen Glykogens Gewicht Dower 
Ratt Seit Muskel differenz der vers, k der 
” = gewicht arbciteten tyKoger — 
mg pro g - Leber 
Nr mg Muskel . . Min 
24 links 660) 8.31 O83 - = 2 
: hag Oe - 12 56 BOSD S40) Oob] on 
rechts 639 IO os | 
25 links 540 939 0.94 i . . = 
. = a ly 5 16.0] 1650 9 543 DO 
rechts 460 7.88 0.79 | 
26 links 520 6.27 0.63 
. 9 . a ”” \0,76 1212 920 0394 50 
rechts 460) 5.51 ODD | 
36 links 570 6.37 0.64 = 
. a . (2.69 42.22 1599 0113 5 
rechts 590 3.68 O37 | 
Mittel- (- links 7,59 0.76 1.88 25,28 1257) 0903 52°30 





werte | rechts 5,705 | 0.57 normaler Mittelwert 
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oder eine Wirkung der Narkose. oder eine summierende Wirkw 





beiden Faktoren war, konnte ich nicht feststellen. Auffallend jis , k 
die grobe Glykogenabnahme im Muskel und der sehr geringe Glyk« G 
gehalt der Leber. Trotzdem ich die beiden Organe méglichst pase! ( 
ausschnitt und auf das Eis brachte. als ich sah, daB sich das Tier 
mehr erholen werde, konnte ich nur diese kleinen Glykogenwert nu 
finden. Es ist dies ein weiterer Beweis. wie rasch nach dem Tode das vu 
Glykogen abgebaut wird, so daB man immer mit einem groBen Glykog gel 
verlust rechnen mubB, wenn man das Tier erst tétet 
scl 
Tabelle VI. er! 
Injektion: Leem Adrenalin 1: 1000 + lcem Thyroxin 1: 1000 ve 
rechte Glutealmuskeln. scl 
vs ull 
Glykogen See Se Dauer de we 
. Muskel- Gmerns oe Gly Injektion« 
Ratte Seite gewicht 283 hanes . Mhveoxs od 
ing pro g - - A Adrenalir . 
Nr mg Muskel mg & ° en 
he 
27 links 420 950 0,95) ) I: 5h3 Ww! 
. 4.56 48.00 870 0.333 
rechts 440 494 0.50 | A Bh 
ic 
28 links 680 639 064) r: 5 05 
12,07 82,39 1520 0,284 - 
rechts 670 4.32 0.43 | \ 6 di 
29 links «410 = 7,97 0,80 ) P54 be 
or ae 3.204015 1430 0.203 hi 
rechts 455 4.77 0.48 | \ 45 
Zz 
30 links 310 9.36 0,94 | 7 a r: 6 1 6 
2 $15 33,67 700 0,204 
rechts 350 6.21 0.62 | \ 60 di 
P ~ > _ Vi 
31 links 410 1.96 0,76 ) Tr: 6 00 
2.33 29.28 620 0.290 A 
rechts 450 5.63 O56 | 4: iT 
sf 
$2 links B10 S16 0.82 | Tr: 6 O58 k 
: " '13.7145.46 1310 0,249 : 
rechts 320 445 O45 | \ BD a 
33 links 380 9,36 0,94 ) r: 6 00 , 
_ 73,7439.95 760 0,236 
rechts 320 562 0.56 \ aD 
t 
34 links 390 6.50 0.65 Ir: 6 05 N 
s ‘ _ 11,9830,46 1499 0,194 
rechts 560 4.52 0.45 | \- 60 g 
I 
35 links 595 6.09 061 ) r: 6 00 
2.07 34.13 990 0319 V 
rechts 540 402 040 | A 60 ' 
Mittel- { links 7,92 0,79 ) — a | -: 5646 
2.98 37.06 1076.65 0.257 é 
werte | rechts 4.94 049 | A: 56! ! 
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Trotz der groben Glykogenabnahme von 42", im Muskel und einem 
kleinsten Glykogenbestand in der Leber, beliuft sich das Mittel der 
Givkogenabnahme nur auf 25.28°,,. die Leber zeigt noch 0.903 ° 
Givkogen 

Die Abnahme im Muskel ist gegeniiber der Dosierung 1: LO0O0 
nurum 3.5°,, erhéht, hingegen ist das Leberglykogen von 1,79 (bzw. 2,16) 
auf 0,.903°., gesunken, eine Verminderung. die schon eher in Betracht 
gezogen werden muh 

Aus allen den bisher angefiihrten Versuchen zeigt sich, wie ver- 
schieden die Wirkung des Adrenalins ist: bei gleich groben, gleich 
ernihrten, ja sogar bei Geschwistertieren, zeigen sich diese gewaltigen 
Schwankungen in der Wirkungsweise, wie sie vor allem in den graphi 
schen Darstellungen klar und deutlich hervortreten, und die immer 
und immer wieder zeigen, mit welcher Vorsicht Adrenalin angewendet 
werden mu, da es fast unmdéglich ist, seine Wirkung vorauszusehen 
oder individuelle Abstufungen vorzunehmen Eine Dosis, die bei 
einem Individuum kaum merkliche Verinderungen hervorruft, kann 
bei einem zweiten, scheinbar gleichen Organismus, schon katastrophal 
wirken 

Bevor ich die Resultate Adrenalin—Thyroxin bespreche, mub 
ich noch einmal auf den scheinbaren Miberfolg in einer ersten Versuchs- 
reihe mit Thyroxin hinweisen. (Bemerken mub ich jedoch, daB ich 
die Werte nicht als giiltig anfiihren kann, weil starke Schwankungen 
beim Titrieren vorkamen und es niir nicht méglich war, den Fehler 
herauszubekommen.) Trotzdem habe ich sie bei den neuen Versuchen 
zu Rate gezogen. Ich wartete nach der Thyroxininjektion etwa 
6 Stunden, bis ich das Adrenalin einspritzte, und wandte zugleich 
die starkste Adrenalindosis an (1: 1000). Durch die kleine Versuchs- 
variante hat sich die aktivierende Wirkung des Thyroxins auf das 
Adrenalin sehr schén gezeigt, nicht nur in den errechneten Zahlen 
sondern auch die ganz auffalligen Krankheitssymptome haben dies 
klar bewiesen. Die Abnahme des Muskelglykogens wurde von 25 
auf 37°, erhéht. Das Leberglykogen ist von 0,903 auf 0.257"., ge- 
sunken, also die Leber fast glykogenfrei geworden 

Die Dyspnoe war stark und frequent, die Exkursionen des Thorax 
groB. Die Tiere saben nicht mehr aufrecht, sondern legten sich auf die 
Seite; ihr Verhalten gegen die Umwelt war apathisch, ihr Zustand 
geradezu kachektisch. Bei allen trat ein deutlicher Exophthalmus ein 
meist mit vermehrter Tranensekretion verbunden. Bei einigen Tieren 
war die Speichelsekretion so stark, wie man sie z. B. beim Kaninchen 


nach Pilocarpininjektionen sieht 
Um zu erfahren, ob vielleicht die Erscheinungen mit dem Thyroxin 
in Zusammenhang stiinden, habe ich vier Tiere mit Thyroxin allein 
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Tabelle VII. 
Injektion: leem Thyroxin 1: 1000 Glutealmuskeln (r.) 








Glykogen Glykogendifferenz ‘ . 
a N j 5 2 
Ratte Seite — za Zustand 
mg pro g o 
Nr. my Muskel mg 3 
39 8 30 6.7 0.67 — - 
) link “ 14 woe } ; 1 LY 23.29 7h10 
rechts 42) ae 0.52 
49 links 460 7,09 O71 ) " 
- Pt eed 62 (!) Sf ao 4 ) 
rechts 630 S71 O87 | 1.62 18.6 ‘ Rachitis 
41 links 710 615 O61 | - - - 
en <yre an 0.52 (!) S (') ~ Rachitis ? 
rechts 655 6.69 O60 | 4 (51 ’ acnitie 
9 8 590 5D: 0.55 } - 
42 link 7 1,08 9 It _ 0.80 14.44 6 45  Kleinhirnaffekt 
rechts 600 4.73 O47 | Ausgestilptes 
7 : Rectum 
Mittel- | links 638 O64 | 1 12 = £eN ~h 
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behandelt ; auber einer sehr leichten Dyspnoe habe ich weiter gar nichts 
entdecken kénnen. All dieses mul unbedingt zu der Annahme fiihren 
daB bei gegebenen Umstinden das Thyroxin aktivierend auf das 
Adrenalin wirkt. 

Den Glykogenwerten in TJ'abelle VII méchte ich keine groBe Be. 
deutung beimessen, da die Tiere zu Vitaminversuchen gedient hatten 
und als nicht normal bezeichnet werden miissen. 


Zusammenfassung. 

1. Es wurde eine neue Methode ausgearbeitet, um am gleichen 
Tiere (Ratte) den Glykogengehalt zweier Muskeln von je einer hinteren 
Extremitat zu untersuchen, und dabei méglichst lange die physiologischen 
Bedingungen im Muskel aufrecht erhalten. Dabei wurde gefunden 
daB sich der Glykogengehalt héher stellt als bei den bis jetzt ver 
wendeten Methoden. Er stellte sich am normalen Muskel auf 0,79 
im Mittel?. 


2. Im Kontrollversuch zeigte sich ein durchschnittlicher (absoluter 


Unterschied von 2,.94°,. 


1 Anmerkung bei der Korrektur. Aut Grund einiger Versuche nach Al 
schluB meiner Arbeit ist an die Méglichkeit zu denken, daB die Hagedorn 
Jensen-Methode der Zuckerbestimmung am Muskel einen um einen kon 
stanten Betrag etwas zu hohen Wert liefert. Inwieweit dies in Betracht 
kommen kénne, unterliegt noch der Untersuchung. 











Aktivierung des Adrenalins durch Thyroxin. 3oo 


3a. Nach Adrenalin (1: 10000) wurde eine Abnahme von 21,8 
gefunden; bei Adrenalin 1 : 1000 eine soleche von 25,25 hei Adrenalin 

000 2 Novocain stellte sich die Abnahme auf 28.85 

3b. Der Glykogengehalt der Leber stellte sich bei Adrenalin 

(0000 auf 1.79°,, (bzw. 2.16°,), bei Adrenalin 1: L000 auf 0.90 

4. Ging der Adrenalininjektion 6 Stunden vorher eine Thyroxin 
njektion voraus, so war die Verminderung des Glykogens im Muskel 
wif 37.06°,, gestiegen, das Leberglykogen auf 0.257 gesunken 

5. Hieraus geht unter Beriicksichtigung des Thyroxins allein 
hervor, da} Thyroxin die Wirksamkeit des Adrenalins auf den Kohle 
hydratstoffwechsel des Muskels steigert Der Nachweis in diesem 
speziellen Falle spricht zugunsten derjenigen Ergebnisse. die ganz 
igemein einen aktivierenden Einflu} von Thyroxin auf Adrenalin 


md auf das autonome Nervensystem finden 





Abb. 1 


zeigt die Muskeln. die ausgeschnitten wurden; diese sind durch die Nadel etwas abgehoben 





Abb. 2. 
Nach Exzision der betreffenden Muskeln am unteren Rande der aufgecklappten Wunde 
ist die Tibia deutlich sichtbar 
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Abb. 3 
Eine Ratte, die vor 6 Stunden 1 ccm Thyroxin und vor 10 Minuten 1 ccm Adrenalin 1: 1000 
erhalten hat. Sie sitzt noch aufrecht. Starke Dyspnoe. 








Abb. 4. 
Dieselbe Ratte '/, Stunde spater. Sie hat sich auf die gesunde Scite gelegt; die Dyspnoe hat sict 
verschlimmert. Auffallend ist der Ausdruck der Augen. 
des Apparats nicht mehr, wahrend ein Tier mit Adrenalin oder Thyroxin allein nicht photographiert 
werden konnte, da es kaum stille hielt und beim Knipsen heftig erschreckte 


Beide Tiere reagieren auf das Knipser 
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Uber die vermeintliche Salzhydrolyse der Starke. 


Von 


N. Malysehev. 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der tschechischen Karls-Univer- 
sitaét in Prag.) 


(Eingegangen am 10. Dezember 1928.) 


In seiner Arbeit iiber ,,die Salzhydrolyse der Starke kommt 
W. Biedermann (1) zu folgendem Ergebnis (I. c., 8. 289): ,,Sieht man 
nun aber eine direkte Salzhydrolyse fiir bewiesen an, dann steht man 
vor der wtiberraschenden Tatsache, daB von allen Komponenten 
eines Systems, wie es in einem diastatischen Ferment gegeben erscheint, 
nur allein die anorganischen Salze bzw. deren Ionen imstande sind 
im Verein mit Sauerstoff Starke hydrolytisch vollstdindig bis zu Zucker 
abzubauen, wihrend die organische Komponente, die nach den herr 
schenden Anschauungen das eigentlich Wesentliche einer Amylase aus 
macht, dies nicht zu leisten vermag und dazu nur durch das Hinzutreten 
von Salzen und Sauerstoff befaihigt wird.‘‘ Nach Biedermann ist ,,der 
organischen Grundsubstanz eines diastatischen Ferments die Rolle 
eines Coferments oder Komplements zuzuschreiben, die bisher den 
anorganischen Salzen zuerkannt wurde". 


In seinen vorhergehenden Arbeiten sprach Biedermann die Ansicht 
aus, daB sich in einer Starkelésung allein, die nach besonderer Vorschrift 
hergestellt war, bei Brutschranktemperatur spontan ein diastatisches 
Ferment bildet, daB dieses bisweilen eine komplette Hydrolyse der 
Starke herbeifiihrt und da der Effekt durch die Gegenwart von 
Salzen noch bedeutend verstarkt werden kann 


Wohlgemuth (7) widerlegte die Behauptung einer Fermentbildung 
weil er niemals eine Selbstauflésung der Starke beobachtete, wenn 
er bei den Versuchen die Wirkung von Bakterien ganzlich aus- 
schloB. Zu gleichen negativen Resultaten kamen Teschendorf (8) und 
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Rothlin (9). Daraufhin hatte Biedermann die Idee der spontanen |; 
stehung einer Amylase zuniachst fallengelassen und erklarte das |; 
halten der positiven Resultate damit, daB der von ihm angewan tc 
Starke Spuren von Amylase anhaften konnten. 


H. Haehn (2) kommt in seiner Arbeit iiber den ,,Abbau der St irk, 
durch ein System: Neutralsalze + Aminosauren + Pepton™ zu etwas 
anderen Resultaten: der Starkeabbau erfolgt oft unter der Wirkung 
von Neutralsalzen mit Albumosenlésungen und Aminosaéuren (Lev 
und Alanin), am besten aber durch Neutralsalze + Aminosiure 
+ Pepton. Letzteres soll allein schon hydrolysierend auf die Stirk 
wirken, wihrend die Neutralsalze allein in den meisten Fallen ebens: 
wenig wie die Neutralsalze mit Albumosenlésung zu keinen positive: 
Resultaten fiihrten. 

Im Gegensatz zu Biedermann und Haehn fand W.S. Iljin (3 
daB nur anorganische Salze in geringen Mengen den Starkeabha 
herbeifiihren kénnen. 

Im Juni 1926 erschien die Arbeit von Kazuji Takane (4), Toki 
, Uber die vermeintliche Hydrolyse der Starke durch Salze und Eiweili 
abbauprodukte“. 


K. Takane wiederholte die Versuche der oben genannten Autoren 
Auf Grund seiner Versuche kam er zu folgendem Resultat: ,,Solang 
diese Versuchsanordnmng, wie wir gezeigt haben, zu einem negative: 


Resultat fiihrt, ist man nicht berechtigt, von einer Salzhydrolyse ¢. 
Starke im Sinne eines diastatischen Ferments zu sprechen*. 


Im Hinblick auf die widersprechenden Schliisse, zu denen die drei 
ersten Autoren gelangten, und auch in bezug auf die groBe Bedeutung 
der von diesen vertretenen Anschauung iiber die Hydrolyse der Stark: 
durch Salze, unternahmen wir im Laufe der Jahre 1926 bis 1927 und 
auch zu Beginn des Jahres 1928, eine ganze Reihe von Versuchen i: 
dieser Richtung. Wir stellten Versuche iiber den Starkeabbau nw 
durch reine Salze wie W. S. Iljin an, sowie auch mit Salzmischungen 
ohne Aminosiuren, Albumosen und Pepton, wie Biedermann und 
Haehn, nur mit kleinen Abanderungen. Gleichfalls wie K. Takan 
nahm ich in den Versuchen der letzterwaihnten Autoren eine wesentliche 
Liicke wahr: sie haben ihre Versuche mit Lésungen angesetzt, ohne 
diese sorgfaltig zu desinfizieren und zu sterilisieren. Die Betrachtungen 
Biedermanns in dieser Richtung [(1), 8S. 283] sind fiir uns nicht iiber 
zeugend, und die Schliisse, die Haehn [(2), S. 501] aus seinen Versuche: 
mit sterilisierten Lésungen gezogen hat, scheinen uns nicht ganz richtig 
Wir haben bei allen Versuchen einen Teil der Reagenzgliser mit eine! 
Lésung von reiner Starke und auch mit Salzen immer bei 100° C wahrend 
3 bis 4 Tagen mit 24stiindigen Intervallen sterilisiert. Die Sterilisierun: 
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ler Starkelésungen mu besonders beachtet werden, da wir bei der 
Herstellung von Kartoffelstarkeagar nicht einmal das Auftreten von 
Bakterienformen in den Intervallen zwischen den Sterilisierungen 
entdeckt haben; auBerdem gelang es uns, Bakterien, welche die Stirke« 
zersetzten, aus Amylum solubile zu entfernen. In dieser Richtung 
setzen wir gegenwartig unsere Arbeit fort. 


Fiir meine Versuche wandte ich entweder reine Kartoffelstirke 
oder ,.Amylum solubile“ von Kahlbaum an; in beiden Fallen nahm 
ch kleine Mengen von Starke, meistensteils benutzte ich 0.1-, 0,01 
ind 0,05°,.ige Starkelésungen, die stets frisch bereitet wurden. Die 
Starke habe ich in Wasser, das auf einer kleinen Flamme zum Sieden 
gebracht wurde, gelést, dann filtriert, einen Teil der Starke habe ich 
gleichzeitig bei 100°C sterilisiert. Verdiinnte Stirkelésungen geben 
eine rein blaue Farbung bei der Jodprobe mit m/10 Jodlésung; mit 
dem Verschwinden der Starke geht die Farbung der Stirkelésung von 
Violett tiber Kirschrot, Hellrot, Gelb in farblos tiber. 


Die Starkelésung wurde in gleichen Mengen in Reagenzgliser 
gefiillt, denen ich ausgekochte Salzlisungen in verschiedenen Kon- 
zentrationen und entsprechenden Mengen, gewéhnlich bis 10 cem in 
ein Reagenzglas, zugesetzt habe. Von Salzen benutzte ich NaCl, KCl, 
CaCl, (in m/500, m/100 und m/10 Lésungen), wie W. S. Jijin, und 
Salzmischungen, Phosphatmischung nach Biedermann (9,3 g NaH, PO, 

0,8 g Na, HPO, + 0,5 g NaCl auf 100 cem Wasser) und nach Hachn 
m/10 NaCl + m/1l0 KCl + m/10 CaCl,). Die Gemische wurden in 
bestimmten Fallen sorgfaltig durchgeschiittelt und bei 100° C sterilisiert. 


Die Reagenzgliser mit den Lésungen setzte ich nach dem Durch- 
schiitteln und Sterilisieren in einen Thermostaten, in dem stindig eine 
Temperatur von 37 bis 45° unterhalten wurde. 


Die Jodproben entnahm ich periodisch nach 15, 30, 60 Minuten 
nach Verlauf von 1, 2, 3, 4, 5 und mehr Tagen. Fiir die Proben nahm 
ich fiinf bis zehn Reagenzglaser auf einmal von jeder Mischung. Bei 
allen Versuchen wurden Kontrollproben entnommen. 


Biedermann hat seine Versuche folgendermaBen durchgefiihrt: Fiir 
seine Versuche wandte er eine von ihm auf besondere Weise bereitete 
Lésung von Kartoffelstarke in Reagenzglisern zu 5ccem an, dann hat 
er ihnen eine gleiche Menge einer frisch bereiteten Phcsphatmischung 
zugesetzt und nach dem Aufkochen 15 Minuten und nach dem Abkiihlen 
der Probe 15 Minuten lang kriftig geschiittelt (erste Probe). Die zweite 
Probe wird in ganz gleicher Weise hergestellt, aber nicht mit Luft ge- 
schiittelt, und eine dritte, als Kontrolle dienende Probe, in der an Stelle 
der Phosphatmischung destilliertes Wasser tritt, diese wird wieder wie 
die erste Probe 15 Minuten lang mit Luft geschiittelt. Alle drei Proben 
werden hierauf in ein Wasserbad von 40 bis 50° gestellt. 
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Biedermann stellte auch Versuche mit Kahlbaums léslicher St ir\ 
an. Anstatt der Phosphatmischung verwandte er auch reine Kochsal, 
lésungen (0,5 bis 0,2). 

Biedermann schreibt dem Sauerstoff der Luft eine beschleunigend 
Wirkung auf die Starkezersetzung zu. 

Ich wiederholte vielmals die Versuche von Biedermann. Ich wand 
fiir die Versuche Kahlbaums Starke an. Eine besondere Aufmerksam kei: 
schenkte ich den Versuchen mit der beschleunigenden Wirkung de; 
Sauerstoffs der Luft (O,) auf die Starkezersetzung in der von Biederman, 
angegebenen Weise, ,,die Starke-Salzlésung nicht bloB 15 Minuten 
schiitteln, sondern standig Luft durchleiten und die Starkelésung mit 
der Salzlésung noch einmal] auf die Halfte verdiinnen“. 

AuBerdem fiihrte ich Versuche iiber die Wirkung des Sauerstoffs 
durch. Ich setzte unsterilisierte und sterilisierte Lésungen der Wirkung 
des Sauerstoffs aus, wobei ich den Sauerstoff aus einer Bombe in di 
Léisungen wahrend '/,, 1/, und 1 Stunde zufiihrte. 

Ein Teil der Reagenzglaser mit den Versuchsfliissigkeiten 
ungefahr die Halfte — wurde jedesmal sterilisiert, der andere Tei! 
blieb unsterilisiert. 

Ferner wiederholte ich die Versuche mit den Salzmischunge: 
nach Haehn, und mit Salzen nach W. 8S. Iljin; hierbei wurde ein Tei! 
der Reagenzglaiser immer sterilisiert zwecks Vergleichs mit den un 
sterilisierten Lésungen. 

Von meinen Versuchen fiihre ich nur einige an (s. Tabellen I und II 

Sowohl bei den oben angefiihrten, wie auch bei den anderen Ver 
suchen waren die Ergebnisse unbestimmt; der Starkeabbau in den 
Lésungen mit Salzen wurde festgestellt, jedoch nicht innerhalb einer 
so kurzen Zeit wie bei Biedermann, sondern bedeutend spater, selten 
nach 2 Tagen, éfters nach 4 bis 5 Tagen in dem Falle, wenn die Lésungen 
nicht sterilisiert wurden. 

In den sterilisierten Lésungen haben wir einen Abbau der Stédrkv 
niemals beobachtet. Sterilisierte Lésungen der reinen Starke mit Salzen 
blieben eine lange Zeit hindurch unverandert; Jodproben haben nach: 
6 bis 8 Monaten eine ebenso hellblaue Farbung ergeben wie zu Beginn 
des Versuches. 

Der Starkeabbau in den unsterilisierten Lésungen wurde keines 
falls in allen gepriiften Reagenzglisern beobachtet, sondern nur bei 
einem kleinen Teile von zehn gepriiften Reagenzglisern haben bis 
weilen nur zwei bis drei nach Zusatz von Jod eine violette oder andere 
Farbung aufgewiesen. 

VerhaltnismaBig selten haben wir den Abbau einer reinen un 
sterilisierten Starke beobachtet, jedoch nach einer langeren Zeit als 
bei der Starke in der Lésung mit Salzen. 
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Was die Versuche mit der beschleunigenden Wirkung des Sa 
stoffs der Luft oder reinen, aus einer Bombe zugefiihrten Sauerst«ffs 
auf den Stirkeabbau anbetrifft, so bleibt nach unseren Versuch 
ergebnissen eine solche Wirkung aus. . 

Die von uns angefiihrten Resultate stimmen mit den Angabey 
von K. Takane iiberein. Dieser Forscher hat sich des Sterilisierens 
durch Lésung nicht bedient; er kochte die Starkelésung und die Saly 
losungen gesondert mindestens 15 Minuten. Hierauf entnahm er mittels 
einer sterilisierten Pipette Starkelésung und Salzliésung in gleichen 
Mengen, fiillte sie in sterilisierte Reagenzgliser, die er dann mit steri! 
sierten Wattestopfen verschlossen hat. Bei derartigen Proben hat 
nie einen Starkeabbau beobachtet. 

K. Takane halt an einer Stelle seiner Arbeit [(4), 8. 245] das Kochen 
wihrend 15 Minuten fiir ausreichend, an einer anderen Stelle [(4), 8. 252 
rit er, die Lésung ungefihr 1 Stunde zu kochen. 

Nach unseren Beobachtungen vermag ein kiirzeres als eine hallx 
Stunde dauerndes Kochen der Starke nicht immer Gewiahr fiir das 
Ausbleiben des Stirkeabbaus in den einzelnen Reagenzglisern zu 
geben. Wir haben sowohl reine Stirkelésungen als auch die mit Salze 
versetzte gewOhnlich mindestens | Stunde gekocht. 

Aus allem oben Dargelegten lassen sich folgencde SchluBfolgerungen 
ziehen : 

1. Bei den sterilisierten Starkelésungen, ungeachtet dessen, ob 
diese rein waren oder mit Salzen verschiedener Konzentration versetzt 
wurde niemals ein Abbau der Starke beobachtet. 

2. In den unsterilisierten Lésungen wurde der Stirkeabbau ver 
haltnismaBig selten in einem kleinen Teile der Reagenzgliser beol 
achtet, und zwar unter der Bedingung, daB wahrend der Herstellung 
der Starkelésung die lésliche Starke weniger als 1, Stunde iiber einer 
schwachen Flamme gekocht oder gar nicht gekocht wurde. 

3. Der Sauerstoff wie auch das Durchmischen der Lésung mit 
Luft im Laufe von 15 bis 60 Minuten hat auf den Starkeabbau keine 
beschleunigende Wirkung ausgeiibt. 

4. Auf Grund des oben Angefiihrten darf man den Salzen nicht 
die Rolle eines diastatischen Ferments zuschreiben ; wir sind der Meinung 
daB die Salze die Rolle eines Coferments oder Komplements spielen 
wie es schon friiher vermutet wurde. 

Die Frage, von welchen Faktoren der Starkeabbau abhangt 
ob von der Wirkung des diastatischen Ferments oder ob dieser von 
den Bakterien beeinfluBt wird —, bleibt vorlaufig offen; in dieser 
Richtung sind gegenwartig Untersuchungen im Gange. 
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angenehme Pflicht, Herrn Prof. B. Némec meinen 


Es ist mir eine 
durch 


msten Dank dafiir auszusprechen, daB er mir meine Arbeit 
en Rat. Zuvorkommenheit und Gastfreundschaft ermédglicht und er 
htert hat. 
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. med. Wochenschr. 1922, S. 88 und 1393. 10) Glimm und Grimm, diese 
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Einfache 
und schnelle mikroanalytische Tabakuntersuchungsmethoden. 


Il. Mitteilung: 
Die mikrotitrimetrische Bestimmung des Nicotins im frischen griinen Tabak. 


Von 
J. Bodnar und Vitéz Ladislaus Nagy. 


(Aus der kénigl. ungar. Tabakversuchsstation in Debreczen.) 


(Eingegangen am 13. Dezember 1928.) 


In unserer ersten Mitteilung' haben wir eine mikrotitrimetrische 
Methode zur Bestimmung des Nicotins im trockenen (fermentierten 
Tabak beschrieben, die sich zur raschen Ausfiihrung von — bei det 
chemischen Anlayse der Tabake unentbehrlichen Massenunter 
suchungen besonders brauchbar erwies. So gelang es z. B. einem 
Chemiker der Tabakversuchsstation, wihrend 3 Monaten mit unserer 
Methode den Nicotingehalt von etwa 4000 Tabakmustern auf leicht: 
Weise zu bestimmen. 


Bei der Lésung gewisser Tabakbauprobleme ergab sich die Not 
wendigkeit, die Bestimmung des Nicotins in frischen griinen Tabak 
blattern durchzufiihren, und da es sich auch hier um Massenunter 
suchungen handelte, kam ebenfalls der wichtige Standpunkt in Betracht 
das Nicotin in den griinen Tabaken auch mit einer einfachen und 
schnellen Methode bestimmen zu kénnen. Deshalb trachteten wir 
unsere gut bewahrte mikrotitrimetrische Methode auch zur Bestimmung 
des Nicotins in frischen griinen Tabakblattern anzuwenden. 


Bei der mikrotitrimetrischen Methode ist 1 g trockener Tabak 
zur Bestimmung des Nicotins notwendig; wegen des hohen Wasser 
und niedrigen Nicotingehalts der frischen griinen Tabakblatter mul 
man aber davon wenigstens 10g nehmen, um eine mebbare Nicotin- 


1 J. Bodnar, J. Straub und Vitéz L. Nagy, diese Zeitschr. 195, 103, 1928. 
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menge erhalten zu kénnen. Nach unseren Untersuchungen kann das 
Nicotin aus dem frischen griinen, alkalisierten Tabak mit Hilfe eines 
rganischen Lésungsmittels nur dann quantitativ herausgelést werden, 
wenn man die Zellen vorerst vollkommen zerstért. Zu diesem Zwecke 
erwies sich am einfachsten das griindliche Verreiben der frischen Tabak- 
platter mit Quarzsplittern, diese Arbeit ist jedoch selbst bei 10 g griinen 
Tabaks ziemlich langwierig und unbequem. Wenn wir aus dem auf 
diese Weise gewonnenen Blattbrei nach vorhergehender Alkalisierung 
das Nicotin mittels einer Mischung von Ather und Petrolather heraus- 
jisen, so geht damit auch das Chlorophyll in Lésung, und wir erhalten 
eine dunkelgriine atherische Liésung, in der das Nicotin titrimetrisch 
nicht bestimmt werden kann. Aus dem Gesagten folgt, dab die mikro- 
titrimetrische Methode zur Bestimmung des Nicotins in frischem 
grinen Tabak unmittelbar nicht anwendbar ist. 

Nach alledem schien es am einfachsten, die frischen griinen Tabak- 
blatter vorerst auszutrocknen und in dem aus den trockenen Blattern 
leicht gewinnbaren Blattpulver das Nicotin mit Hilfe der Mikromethode 
zu bestimmen. Dieses Verfahren versprach zum Ziele zu fiihren, denn 
wir nahmen wahr, da’, wenn auch das Ather + Petrolithergemisch 
aus dem alkalisierten trockenen griinen Tabak das Chlorophyll heraus- 
list, die atherische Liésung schon wihrend der Extraktion (2 Stunden) 
ihre dunkelgriine Farbe verliert, sie vergilbt, und in der gelben Ather- 
Petrolaitherlésung 14Bt\ sich die Titration des Nicotins ungestért durch- 
fihren. Bevor wir diese Methode zur Nicotinbestimmung der frischen 
griinen Tabake anwandten, war es notwendig, uns dariiber zu orientieren, 
ob die Austrocknung der frischen griinen Tabakblitter nicht mit 
einem Nicotinverlust verbunden ist. Das Trocknen haben wir vorerst 
bei 50 bis 60° durchgefiihrt, da jedoch das Trocknen der frischen Blatter 
bei dieser Temperatur lange Zeit dauerte, haben wir das Trocknen im 
Wasserdampfschrank bei 95 bis 97° durchgefiihrt. Das freie Nicotin 
ist schon bei Zimmertemperatur fliichtig; da aber der frische griine 
Tabak eine saure Reaktion hat, ist das Nicotin in dem griinen Tabak 
nicht im freien Zustande, sondern in Form von organischen Salzen 
vorhanden ; es ist nun fraglich, ob sich das Nicotin aus den organischen 
Nicotinsalzen bei 95 bis 97° verfliichtigt. Nessler' fand, dab das Trocknen 
der Tabakblatter keinen Nicotinverlust nach sich zieht, dagegen ver- 
fliichtigen sich nach Mellet? beim Trocknen zuweilen auch 30°, des 


1 J. Nessler, Chem. Zentralbl. 1870, 224; zit. nach Kossutany Tamas, 
Magyarorsz4g jellemzébb dohényainak chémiai és névényélettani vizs- 
galata II, S. 41, Budapest 1877 (in ungarischer Sprache). 

2 R. Mellet, Schweiz. Wochenschr. f. Chem. u. Pharm. 117, 1911; 
zit. nach R. Kissling, Handb. d. Tabakkunde, d. Tabakbaues u. d. Tabak- 
fabrikation, 5. Aufl., S. 109. Berlin 1925. 
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vorhandenen Nicotins. Jiingst wiesen Fodor und Reifenberg' 

daB das Tabakblatt ein nicotinzersetzendes Enzym enthalt: da wi 
aber zum Trocknen der griinen Blatter eine Temperatur von 95 bi. 97 
anwenden, kann die Enzymwirkung in unserem Falle nicht die Urs: 
eines Nicotinverlustes sein. Da die urspriingliche Mitteilung /+//, 
uns nicht zur Verfiigung stand, konnten wir nicht erfahren, bei wel«)) 
Temperatur er das Trocknen durchfiihrte, wahrscheinlich aber )\ch; 
bei hoher Temperatur, und deshalb ist es nicht unmiéglich, dal de 
von ihm wahrgenommene Nicotinverlust auf die Wirkung des nicotin 
zersetzenden Enzyms zuriickgefiihrt werden kann. Hinsichtlich de; 
Frage, ob das Trocknen des frischen griinen Tabaks bei 95 bis 97 
die Ursache eines Nicotinverlustes sein kénnte, wurde folgender Verswc} 
durchgefiihrt: Es wurde zu dem im Wasser gelisten reinen Nicoti 
eine Citronenséurelésung bis zur sauren Reaktion hinzugegeben uni 
in 10 cem der Lésung das Nicotin mit Silicowolframsaure gravimetrisc! 
bestimmt?. Nachher wurden die aus der citronensauren Nicotinlisun, 
entnommenen je 10-cem-Proben in Porzellanschalen eingedampft, di: 
Schalen wahrend 4 Stunden hindurch im Wasserdampftrockenschrank 
stehengelassen und in den gewonnenen Resten das Nicotin auf di: 
oben beschriebene Weise bestimmt. Als Mittelwert mehrerer gut tiber 
einstimmender paralleler Bestimmungen ergab sich, daB LO cem der 
sauren Nicotincitratlésung urspriinglich 0,9686g, nach dem Ein 
dampfen und Trocknen 0.9668 g Nicotin enthielt; auf Grund diese: 
Ergebnisse kann das Trocknen des frischen griinen Tabakblattes bei 
95 bis 97° nicht die Ursache eines Nicotinverlustes sein. 

Diese vorhergehenden Untersuchungen lassen darauf hinweisen 
da die mikrotitrimetrische Methode zur Bestimmung des Nicotins im 
frischen griinen Tabak mit gutem Erfolg angewendet werden kann 
Der Gang der Bestimmung wird im folgenden bekanntgegeben. Fs 
wird der zu untersuchende frische griine Tabak in einem vorher 
wairmten Wasserdampftrockenschrank bis zum ganzlichen Trocknet 
stehengelassen (das Trocknen nimmt 3 bis 4 Stunden in Anspruch 
Der getrocknete griine Tabak wird in einer Miihle zu Pulver gemahlen 
aus dem gewonnenen griinen Tabakpulver | g in einer mit einem Glas 
stépsel versehenen, gut schlieBenden Pulverflasche von 50 cem ein 
gewogen, 1 ccm 20° .ige wisserige Natronlauge (alkoholische Natron 
lauge ist hier nicht anwendbar) hinzuflieBen gelassen und mit Hilfe eines 
Glasstibchens gut durchgemischt; sodann werden aus einer Mischung 
von Ather + Petrolither (1:1) 20cem hinzugegeben. gut durch 
geschiittelt und wiahrend 2 Stunden (bei mehrmaligem Umschiittel) 


1 A. Fodor und A. Reifenberg, Zeitschr. f. physio!. Chem. 162, 1, 1927 
* H. Baggesgaard Rasmussen, Zeitschr. f. analyt. Chem. 55, 81, 1916 
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stevengelassen. Die gelbe Lésung von Ather + Petrolather wird durch 
ein Faltenfilter rasch filtriert, aus dem Filtrat 10 cem in einen 100-cem 
Erlenmeyerkolben abpipettiert und das Ammoniak auf die in unserer 
ersten Mitteilung bekanntgegebene Weise mittels Luftdurchsaugung 
ausgetrieben. Der griine Tabak — entgegen dem fermentierten Tabak 
enthalt bloB in Spuren oder iiberhaupt kein Ammoniak, deshalb geniigt 
es bei griinem Tabak, die Luft nicht 3, sondern nur 1 Minute lang durch 
die Ather + Petroliither-Nicotinlésung durchzusaugen. Es werden zu 
der in dem Erlenmeyerkolben zuriickgebliebenen Ather — Petrolather 
lisung L0cem Wasser, 10 bis 15 cem n/100 Salzsaure, ein kleiner Tropfen 
Methylrotlésung hinzugegeben und mit n/100 Natronlauge bis zum 
Kintritt der Gelbfarbung titriert. 1 cem n/100 Salzsaure entspricht 
1.62 mg Nicotin; der fiinfte Teil der gefundenen und in Milligrammen 
ausgedriickten Nicotinmenge ergibt in Prozenten den Nicotingehalt in 
der Trockensubstanz des untersuchten griinen Tabaks. Die Richtigkeit 
der mit der mikrotitrimetrischen Methode in griinen Tabaken ge 
wonnenen Nicotinwerte kontrollierten wir auf zweierlei Weise 

1. Es wurde das aus dem frischen griinen Tabak mit Lauge frei ge- 
machte Nicotin mit Wasserdampf abdestilliert und das Nicotin im Destillat 
mit Silicowolframséure gravimetrisch bestimmt. Die Destillation wurde 
folgzendermaBen durchgefiihrt: Es wurden 25g frischen griinen Tabaks zu 
kleinen Schnitzeln geschnitten und mit 8 bis 10g Quarzsplittern in einem 
Porzellanmérser gut zerrieben. Der gewonnene Blattbrei wurde in einen 
|-Liter-Rundkolben gebracht, 300 ccm gesittigter Kochsalzlésung, 10 ¢ 
fester Natronlauge hinzugegeben und das frei gemacht« Nicotin in 20 ccm 
15°liger Salzsiure iiberdestilliert. Die Destillation wird beendet, wenn 
einige Kubikzentimeter des Destillats mit Silicowolframséure keine Triibung 
mehr geben. Es wurde aus dem Destillat das Nicotin mit 20 cem 12° ,iger 
Silicowolframséurelésung ausgefallt, der Niederschlag nach zehnstiindigem 
Stehen filtriert, mit 1°,iger Salzsféure so lange gewaschen, bis das Filtrat 
mit 1°. iger Nicotinlésung keine Triibung mehr gab, und endlich der aus- 
getrocknete Niederschlag gegliiht und gewogen. Wenn wir den ausgegliihten 
Rest mit dem Faktor von 0,1140 multiplizierten, gewannen wir den Nicotin- 
gehalt von 25 ¢ frischem Tabak, welchen wir, auf Trockensubstanz um- 
gerechnet, in Prozenten ausdriickten. Bei der Nicotinbestimmung im frischen 
griinen Tabak durch Destillation ist die Zerstérung des Tabakblattes mit 
Quarzsplittern auch ein wichtiger Umstand, denn wir nahmen wahr, dai 
aus dem nur geschnittenen, aber nicht zerstérten Tabakblatt selbst das 
Kochen mit Lauge das Nicotin nicht in jedem Falle frei machen kann, 
dies bezieht sich besonders auf griine Tabake mit héherem Nicotingehalt. 

2. In 10 g des aus dem getrockneten griinen Tabak gewonnenen Tabak 
pulvers wurde das Nicotin mit der Rasmussenschen' gravimetrischen 
Methode bestimmt, und zwar durch die Ausgliihung des mit Silicowolfram- 
siure gewonnenen Niederschlags; die Ausgliihung des Niederschlags macht 
die folgende Tatsache notwendig. Es kann nimlich bei der Rasmussenschen 
Methode vorkommen, daB die Salzséure irgendeine harzartige Substanz 


' Baggesgaard Rasmussen, |. c. 
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aus der Ather-Petrolatherlésung aufnimmt und bei Fallung des Nie 
aus der Salzsiurelésung mit Silicowolframséure der ausgeschiedene Nie: 
schlag die harzartige Substanz mit sich reibt; wenn wir den Niederse}.|a¢ 
nach dem Austrocknen wiegen, gewinnen wir daher einen héheren Nico j; 
wert. In solchem Falle — wenn die Salzsiurelésung starker getriibt isi 
verfahren wir auf jene Weise richtig, da8 wir den Niederschlag nach dey 
Ausgliihung wiaigen; so verbrennt die mit dem Niederschlag mitgerisse:, 
harzartige Substanz und beeinfluBt keineswegs das Resultat. Nicht nu 
bei den ausgetrockneten griinen Tabaken, sondern auch bei den fermentiert oy 
Tabaken haben wir das Ubergehen von harzartigen Stoffen in die S 
siurelésung éfter wahrgenommen. 


In der untenstehenden Tabelle haben wir die Resultate der mikro 
titrimetrischen, mit Destillation und nach Rasmussen durchgefiihrten 
Nicotinbestimmungen in 10 frischen griinen Tabakmustern, bezug 
nehmend auf die Trockensubstanz der Tabakblatter, zusammengefalt 





Tabelle. 
Nicotin 

1 2 3 Nicotin, Nicotin, 
Differenz Differenz 

Nr Mikros Durch Nach der Spalten | der Spalten 3 
titrimetrisch Destillation Rasmussen und 2 und 2 

bestimmt bestimmt bestimmt 
0 0 0 a 0 0 0 0 0 

1 0,88 0,87 0,90 + 0,01 + 0,03 
2 1,07 0,92 1,00 + 0,15 + 0,08 
3 1,49 1,44 1,42 + 0,05 0,02 
4 1,90 1,78 1,88 + 0,12 + 0,10 
5 2,13 2.00 2.11 + 0.13 + O11 
6 2,12 2,18 2,09 0,06 0.09 
7 3,30 3,28 3,25 + 0,02 - 0,03 
8 4,26 4,28 4,24 0,02 0,04 
9 4,62 4.55 4,57 + 0,07 + 0,02 
10 4,75 4,76 4,70 0,01 0,06 


Die in der Tabelle mitgeteilten Daten beweisen, dafB die mikro 
titrimetrische Methode zur Bestimmung des Nicotins in den frischen 
griinen Tabaken auch mit gutem Erfolg brauchbar ist, wenn wir den 
frischen griinen Tabak in ausgetrocknetem Zustande zur Bestimmung 
anwenden. 

Zusammenfassung. 


Die von den Verfassern zur Bestimmung des Nicotins im trockenen 
(fermentierten) Tabak angegebene mikrotitrimetrische Methode , wurde 
auch fiir frische griine Tabakblatter ausgearbeitet. Zu diesem Zweck« 
werden die frischen griinen Tabakblatter im Wasserdampftrocken 
schrank (bei 95 bis 97°) ausgetrocknet und in den trockenen und pulveri 
sierten Tabakblattern die mikrotitrimetrische Bestimmung des Nicotins 
gleich wie bei den fermentierten Tabaken durchgefiihrt, mit dem Unter 
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«hiede, daB zur Befeuchtung des Tabakpulvers statt alkoholischer, eine 
wasserige Natronlaugelésung (20°,ig) angewendet wird. Die Aus- 
rrocknung der frischen griinen Tabakblatter bei 95 bis 97° ist mit 
keinem Nicotinverlust verbunden. Die Bestimmung des Nicotins in 
dem Wasserdampfdestillat der frischen griinen Tabakblatter durch 
{usfallung mit Silicowolframsaure und in den ausgetrockneten griinen 
Tabakblattern nach der Rasmussenschen gravimetrischen, sowie nach 


der mikrotitrimetrischen Methode gaben untereinander gut iiber- 


einstimmende Resultate, was die Brauchbarkeit unserer einfachen und 
schnellen mikrotitrimetrischen Nicotinbestimmungsmethode auch bei 


frischen griinen Tabaken beweist. 








Untersuchungen iiber den zeitlichen Verlauf 
der Bodenatmung und der Mikrobentitigkeit des Waldbodens. 


Von 
D. Fehér. 


(Aus dem Botanischen Institut der kénigl. ungar. Hochschule fiir Bery 
Forstingenieure in Sopron.) 


(Eingegangen am 14. Dezember 1928.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 

Im Laufe unserer bisherigen Untersuchungen ist es uns groBtenteils 
gelungen, einige wichtige biologische Zusammenhiinge zwischen de: 
Bodenatmung, dem Kohlensiuregehalt der Waldluft, der Mikroflora 
und Mikrofauna des Waldbodens einerseits und jenen organischen und 
unorganischen Faktoren andererseits, welche diese beeinflussen. auf 
zuklaren (1). 

Im Laufe dieser Untersuchungen bin ich aber immer mehr zu der 
Uberzeugung gelangt, daB die Wirkung und der EinfluB der wichtigste: 
Umweltfaktoren erst dann befriedigend aufgeklirt werden kénnen 
wenn wir den zeitlichen Verlauf der biologischen Tatigkeit und dir 
Anderungen, welche in dem Waldboden durch diese Faktoren hervor 
gerufen werden, auf breiter Basis und durch lange, womdglich ein 
ganzes Jahr umfassende, Beobachtungsperioden untersuchen Ict 
habe niimlich im Laufe meiner bisherigen Untersuchungen meistens 
nur mit verhaltnismaBig kurzen Beobachtungsperioden gearbeitet 
Die auf diese Art und Weise gewonnenen Resultate haben jedoch 
nicht in jeder Hinsicht befriedigende Aufklairungen geliefert. Angesiclits 
dieser Tatsache, habe ich mich nun entschlossen, die fraglichen biolog 
schen Erscheinungen und ihre wichtigsten Umweltfaktoren auf mehrere: 


Versuchsflachen durch ein ganzes Jahr systematisch zu untersuchen 
Zu diesem Behufe habe ich fiir die Untersuchungen drei Versuchs 
flachen gewahlt,. und zwar: Versuchsfliche Nr.I Fichtenwald i: 
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wtanischen Garten der Hochschule: Versuchsflache Nr. V Fichten- 


wald 


in Agfalva, Forstverwaltung der Hochschule; Versuchsflache 


\r. VIL Niederwald in Agfalva, Forstverwaltung der Hochschule. 


Mit Riicksicht auf die recht umstandlichen Untersuchungsmethoden, 
welche bei der quantitativen Untersuchung der Bodenatmung und 
ies CO,-Gehalts der Waldluft dermalen angewendet werden, deren 
Durchfiihrung, namentlich in den Wintermonaten, auch physisch recht 
«hwierig ist, konnte ich diese beiden Faktoren nur auf der Versuchs- 
fliche Nr. 1 ununterbrochen durch das ganze Jahr messen, und auf 
jen anderen zwei Versuchsflichen nur die iibrigen biologischen Faktoren 


©DS. @ intersuchen. 
Untersuchungsmethodik. 

1. Die Bestimmung der Bodenatmung habe ich wahrend der 
ganzen Beobachtungsperiode mit dem neuen Verfahren durchgefiihrt, 
welches von mir eingefiihrt wurde. Dieses Verfahren besteht darin, 
daB8 die durch die Bodenatmung produzierte CO, mit dem volumetrischen 
Apparat von Lundegardh auf titrimetrischem Wege bestimmt wird, 
wobei die kohlensaurehaltige Bodenluft durch eine inwendig paraffinierte 
ind aus Zinkblech erzeugte Glocke gesammelt wird, aus welcher die 
Luft durch eine entsprechende Leitung unmittelbar in den volumetri- 

jc @ schen Apparat geleitet wird, wo dann die CO, absorbiert und mit 
ley n/x HC) titriert wird (2). 
ra Das Wesen des Verfahrens ist folgendes, wenn: 
na X = CO,-Produktion des Bodens in Grammen pro Quadratmeter und 
uf Stunde, 
H = das Volumen der Bodenglocke in Kubikzentimetern, 
ler h, = die Volumenverminderung, welche durch das Eindriicken der 
- Glocke entsteht, in Kubikzentimetern, 
n h, = das Volumen der Glasleitung, welche die Glocke mit dem Apparat 
" verbindet, in Kubikzentimetern, 
. h, = das Luftvolumen, welches in den Apparat eingesaugt wird, 
3 t, = der Titer der Ba(OH),-Lésung mit n/xz HCl (Blindtiter), 
, t, = der Titer der Ba(OH),-Lésung nach der Absorption, 
” g = der Kohlensiuregehalt der Luft in Gramm /Kubikzentimeter, 
, T = die Grundflaiche der Bodenglocke in Quadratzentimetern, 
| t die Expositionszeit der Glocke, d. h. der Zeitintervall zwischen dem 


ist, so lautet die Formel folgendermaBen: 


- der Faktor der n/x HCl-Lésung, welcher angibt, wieviel Gramm 


SchlieBen und Offnen der Glocke in Minuten, 


CO, einem Kubikzentimeter der betreffenden HCl-Lésung ent- 
sprechen, 


H —h, + hy 10000 


60 
2 [ot th) pp 
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Da bei entsprechender Arbeitseinrichtung die Werte von H, h,, / 
tund T konstant gehalten werden kénnen, so kénnen wir schreiben 


H—h+hy | 10 000 
hy T 
P46 Ve ='t ee > d. 


Die Gleichung wird daher fiir das praktische Arbeiten die folgends 
einfache Form aufnehmen: 


x [a (tp —t,).f—b.g].c.d. 


2. Der Kohlensiuregehalt der Waldluft wurde ebenfalls mit dem 
volumetrischen Apparat von Lundegardh gemessen (3). Infolge diese 
zeitraubenden Massenuntersuchungen konnte ich den CO,-Gehalt dey 
Waldluft nur in 3 m Hohe iiber der Bodenfliche unterhalb des unteren 
Randes der Baumkrone messen. 

Diese zwei Untersuchungen waren namentlich im Winter bei 
Temperaturen unter 0° mit bedeutenden Schwierigkeiten verbunden 
Wir muBten jene Glasbestandteile des Apparats. welche mit der kalten 
AuBenluft in Beriihrung kommen, mit einem zweckentsprechenden 
Warmwassermantel umhiillen. 

3. Die Anzahl der Bodenbakterien wurden nach physiologischen 
Gruppen nach dem in meinem Institut von Bokor eingefiihrten Ver 
fahren ermittelt, wobei das Verdiinnungs- und das elektive Verfahren 
kombiniert wird. Wie meine zahlreichen Untersuchungen, welche in 
den letzten Jahren durchgefiihrt wurden, zeigen, liefert dieses Ver 
fahren sehr gute und befriedigende Resultate (1). 

AuBerdem habe ich auch die Gesamtzahl der Bakterien, welcl. 
auf Agar- und Gelatineplatten geziichtet werden, getrennt nach aeroben 
und anaeroben Bakterien ermittelt. Die Summe der beiden ergibt 
nun die Gesamtzahl der Bakterien. 

4. Die Anzahl der Bodenprotozoen wurde nach dem Verdiinnungs. 
verfahren von Cutler ermittelt (4). 

5. Die Bodenpilze wurden nach einer von Waksman empfohlenen 
Methode bestimmt (6). 

6. Der Humusgehalt wurde mit Kaliumbichromat bestimmt (5 


7. Der Wassergehalt wurde durch Trocknen auf 100° bis standigem 
Gewicht gemessen (7). 
8. Die Wasserkapazitat (7) und 


9. die Porositat (7) wurden nach der von Wiesmann empfohlenen 
Methode bestimmt. 

10. Die Luftkapazitat wurde aus den Daten der Porositat und 
absoluten Luftkapazitat berechnet. 
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(1. Die Lichtintensitét wurde nach dem Verfahren von Eder-Hecht 
gemessen, wobei die Lichtintensitaét mit je einem Apparat gleichzeitig 
m Freien und im Walde bestimmt wurde, wobei als Beobachtungzeit 
Minute verwendet wurde (8). Aus diesen Daten habe ich dann die 
Bunsen- Roscoe-Einheiten ermittelt und aus diesen Einheiten die Licht- 
ntensitat im Walde in Prozenten des Freilandlichts berechnet. Die 
relativen Anderungen der absoluten Werte der Lichtintensitaét im 
Walde und im Freien habe ich in den Abbildungen nur mit den Skalen- 
vilen des Photometers ausgedriickt, wobei immer | Minute als Beob- 
whtungszeit benutzt wurde. Aus diesen Daten kénnen die Bunsen- 
Roscoe-Einheiten jederzeit ermittelt werden. 

12. Die py-Werte wurden elektrometrisch mit der Methode und 
Apparatur von Mislowitzer ermittelt (9). AuBerdem habe ich noch 
eine eigene, einfachere Apparatur zusammengestellt, welche ebenfalls 
mit der Chinhydronelektrode arbeitet. Als Nullinstrument diente ein 
Westonsches Galvanometer und die Kompensation wurde mit einer 
Wheatstone-Kirchhoffschen Briicke bewirkt. Um das Galvanometer 
moglichst schonen zu kénnen, haben wir fiir die grobe Einstellung ein 
Max-Kohlsches Milliamperemeter vorgeschaltet, das dann fiir die 
feine Einstellung mit einem einfachen Stromwechsel nach Bedarf auf 
las Galvanometer umgeschaltet werden kann. 

Was nun die Details der Untersuchungen anbelangt, méchte ich 
noch kurz folgendes bemerken : ’ 

Es wurden fdglich gemessen: die Bodenatmung; die Bodentemperatur 
n drei verschiedenen Tiefen, an der Oberflache, in 0.5m und in | m 
liefe; die Lufttemperatur; die Windstdrke und die Lichtintensitat, bzw 
lie Lufttemperatur und die Feuchtigkeit wurden mit Registrierapparaten 
fortlaufend gemessen. 

Die Anzahl der Bakterien, Pilze und Protozoen konnte ich mit Riick- 
sicht auf die mit der Untersuchung derselben verbundenen Massenunter 
suchungen nur monatlich einmal bestimmen. In den kritischen Monaten 
iber, im Dezember, Januar und Februar, haben wir jedoch die Gesamt- 
zahl der Bakterien in jeder zweiten Woche bestimmt 


Kurze Beschreibung der Versuchswiilder. 
1. Fichtenwald im botanischen Garten der Hochschule. 


Versuchsflache Nr. I. 


Alter 50 Jahre, auf Lehmboden mit reichlichen Bodenpflanzen. 

In der Nahe des Versuchsplatzes haben wir folgende Bodenpflanzen 
zefunden: zerstreut Ligvstrum vulgare L., Sambucus nigra L., Berberis 
vulgaris L., dann Hedera helix L., Rubus idaeus L., Galeopsis pubescens 
Bess., Viola silvestris Lam., Lysimachia nummularia L., Brachypodium 
silvaticum (Huds) R. und Sch., Ajuga reptans L., Fragaria vesca L., Epilo 
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bium montanum L., Convallaria majalis L., Mnium undulatum (L.) 
Fissidens taxifolius. 

Die Resultate der Untersuchungen zeigen Abb. 1 und la und 
Tabelle I 
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Abb. 1. Fichtenwald an der Hochschule 
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Abb. 1a. Bodenatmung in Wochenmitteln in den Monaten Dezember, Januar und Februar 
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9. Fichtenwald bei Agjalva, Forstve rwaltung der Hochschule. 
Versuchstflache Nr. V. 

Betriebsklasse J, Distrikt 1, Waldparzelle 13, Standortsklasse Il, Héhe 
360 bis 400m ii. d. M., frischer, sandiger Lehmboden auf Schotter. Alter 
24 Jahre, BestandsschluB 1. Exposition SW. Mischungsverhaltnis: [Fichte 
{[Prica excelsa (Lam. et De.) Lk), 0,5; Schwarzkiefer (Pinus nigra Arn.) 0.1; 
Larche (Larix decidua Mill.), 0,1; WeiBbuche (Carpinus betulus 1) und 
Pappel (Populus tremula Z.) 0,3. 

Bodenpflanzen: Corylus avellana L., Cyclamen europaeum L., Brachy 
podium silvaticum (Huds) R. et Sch., Viola silvestris Lam., Convallaria 
majalis L. und Moose. 


Die Resultate der Untersuchungen zeigen Abb. 2 und Tabelle II 
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Abb. 2. 
Fichtenwald bei Agfalva. 


3. Unterbauter Niederwald bei Agfalva, Forstverwaltung der Hochachule. 
Versuchsflache Nr. VII. 

Betriebsklasse H, Distrikt Il, Waldparzelle 22, Standortsklasse II. 
Flache 1 kat. Joch. Alter 7 Jahre. Héhe 360m ii. d. M. Frischer, sandiget 
Lehmboden. Untergrund an dem nérdlichen Teile Schotter und an dem 
siidlichen Teile Schiefer und Gneis. Mischungsverhaltnis: Fichte [Picea 
excelsa (Lam. et De.) Lk.| 0.7; Tanne (Abies alba Mill.) und Larche 
(Larix decidua Mill.) 0.3. Den Niederwald bilden Sprossen von Carpinus 
betulus L. Zerstreut einige Castanea sativa Mill. und Fagus silvatica L 

Bodenpflanzen: Corylus avellana L., Genista germanica L., Genista 
pilosa L., Vaccinium myrtillus L., Luzula nemorosa (Pohl) EB. Mey.. Festuca 
ovina L., Calamagrostis epigeios (L.) Roth, Convallaria majalis L., Galium 
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Tabelle I. Fichtenwald an de ach 
1 4 3 4 5 tal i a 
: : § 3 § . $5 : 
é 2 3 5 . a | Ck S ce ou 
= Ss a 3 = 25 S = Pe S$ 
S bo a é = = = a Ee: 
. < S S32 EF FG ik PE 
& Z a 25 e: : 
Ss ~s : 
1927 
X. 4000000 75) 000 4750000 290000 10100 1000 100000 11090' 11) ny 
XI. 1490090 500009 1999000 205000 7400 5000 70000 2000 
XIL. 1 255.000 459000 1705000 210000 4700 7090 40000 1000 
1928 
I. 1759000 400000 2150000 214000 2000 10000 10000 2000 ou) 
II. 2790000 200000 2990009 220000 2000 10000: 10000 2000/20 ns 
Ill. 8670000 200000 38870000 100000 2000 10000 10000 2000!) 2 Wy 
IV. 6460000 500000 6960000 200000 1100 1000 10000 11000) 20 an) 
V. 5450000 200000 5650000 300000 1100 1000 10000 2000 “) 
Vi. 8600000 1300000 9900000 400000 1100 1000 10000 29000) - ¥) 
Vil. 8770090 1800000 10570000 490000 1100 1000 10000 20090 Ww) 
VIII. 8009000 1800000 9890000 450000 1100 1000 10000 20000 an 
IX. 6700000 2000000 8700000 490000 1100 1000 10000 10000 vu) 
X. | 8800000 1300000 5100000 100009 5000 1000 100000 10009 * ) 
Mittel 4825 000 877000 | 5687090 261530 3061 38846 30770 8690 co 
Porositat 49,2. Wasserkapazitat 37,2. 
Tabelle 11. Fichtenwald lx aes 
1 2 3 4 5 6 7 » 
3 2 3 ge Z 
. ‘ 2 . a z F} ws A 
E 3 £ = : Se § 2 sé : 
ag pi = H = Es = e 25 : 
< 2 $ = fe c = Se . 
N zs = é 2s s 
8 . a sé : 
1927 
X. one = 
Xi. 8209000 2 000 000 5200000 180000 200 1009 100000 | 1000 \) 
XII. 2390000 540 000 2840000 140000 500 5 000 50 000 5 00 
1928 
; 960 000 160 000 1120 000 ie 1000 10000 5 000 5 00 
Il. 3259000 690 000 8850000 350000 1100 10000 10 000 1 10 bw) 
lil. 1700000 250 000 1950000 250000 1100 1000 100000 1 10) a0 
IV. 3590009 2 600 000 6100000 400000 2000 1000 100000 1 10 
Vv. 7400000 2800000 | 10200000 360000 2000 1 000 10000 200 
VI. 8800000 1250000 1005009 400000 2090 1000 10000 11 00) 
VII. 93890000 1500000 | 10800009 290000 2000 1 090 10009 11 00) 
VIIL 8150000 950 000 9100000 225000 2000 1000 10000 750 
IX. 7000000 400 000 7499009 , 250090 1100 1900 100000 400 
X.|' 4 1m”o0y) 1 350000 5450009 | 120909 400 100) 100009. 1000 
Mittel 4971009 1 298 330 6171660 260000 1280 2 830 50 420 5 73) 


Porositat 49,8 %. 





Wasserkapazitat 28,8. 
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an Gy shule. Versuchsflache I. 
ny 
FT 12 13 14 15 16 17 18 
‘ c S ~ - 
: . 2 Protozoen = s&s $= 2 
: : Ss ~ & om ee t 
i: 8 32 . 3 | gs |gse S82 & 
‘ ee € <s a] oe od 
: e5 b= c © Pu 2 =¢ rs = -] SS = 
—: a & o > 3 es os 38d b 
=: g e% A = =) 3 SA =35 = = 
he “3 $ > a Ez Be a © 2s = 
©. §: = 3 v < = "8 | ose oh er 
‘ a N = = ahead °C oC 
1 ii » 10000 55 215 0.597 0509 9538 13,56 
7000 10000 7 500 2500 59 200 O518 0,627 6,28 5.87 
4000 25000) 10000 5000) 6.1 180 03872 0,518 0,39 2,24 
, 1 1 000 2 500 1 000 1500 6.08 1.70 0.066 0.721 —0.05 1.81 
, . () 1 000 5 000 2 500 2500 5,74 1,20 0,229 0,687 1,80 3.85 
a “y 1000 1 000 1 000 — 6.2 O87 0472 0498 2.85 4.96 
Y 0 1000 2500 1000 1500 594 1,638 0,495 | 0,637 849 12,27 
” 10000 5 000 2509 250 631 140 0618 0,663 10,72 14.29 
0” 10000 7500 2 500 5000 652 096  O884 0,758 15.95 22,75 
m 10000 , 10.000 7 500 2500 6.23 O97 | 1256 1,184 21,27 25,16 
Mm 10000 6 8300 5 000 1300 6,74 1.90 | 0.924 0,935 18.20 23.76 
0 10090 2 500 2 500 — 690 235 0,599 0,738 14,67 18.39 
” 10000) 10000 5000 5000 7.04 283 0,516 | 0,476 10,00 14.01 
2 65388 7275 4000 4183 624 1,67 0,580 0,684 922 12,18 
Luftkapazitat 12,0. 1 bis 12 pro 1g feuchter Erde. 
be va. Versuchsflacire V. 
10 1 12 13 14 15 16 
7 = : 
3 £ o = Protozoen 5 $4 2 
7 < « S = os 2 
; 3 3% $2 g s > Pu g 28S 2 
4 ® se cv r= 4 = 3 Ee. = 
£ E “s 3 & rs = $$ 3 
mE = 3 8 pi _ 
953 18.56 
100 10 000 50 000 10 000 7 500 2 500 5,2 4.0 6,23 5,87 
, 10.090 20000) 50000 25 000 25 000 5.5 3,2 0.39 2,24 
10 000 8 000 2 500 1 000 1500 5.8 27 0,05 1.81 
, 2 10 000 1090 1 000 1 000 — 6,12 2.4 1,8 3.85 
R »” 100000 10 000 2 500 1 000 1 500 5.8 1,32 2.85 4,96 
' 10 000 100%” 5009 2509 2590 6,34 2.81 849 12,27 
10 000 1.000 5 000 2 500 2 500 6,23 1,97 19.72 1429 
20 000 1000 10000 2 500 7 500 68 2,13 1595 22.75 
| 20 000 10 000 5000 2 500 2 500 6,34 4,98 21,27 25,16 
15 000 55 000 5 000 1 500 8 500 6.32 3,55 | 18,20 23,76 
10000 100000 5 000 1 000 4090 6.35 3A 14.67 18,39 
10 000 40 000 7 500 2 500 5 009 6.72 253 10,00 14,01 
11 260 25 500 9 042 8885 | 5227 6,12 281 9,22 12,18 





Luftkapazitat 21,0. 


1 bis 12 pro 1g feuchter Erde. 
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Tabelle III. Niederwa 
1 2 3 4 5 iy 7 
3 . 
e e . 
3 y € 35 = FY 
€ s « = v es 2 o 
= & Pay s = ve = S 
< : : me tes 
< N z= = E 
$|/ 7/64 
1927 
X. — 
XL. 3 600 000 200 000 3800000 200000 1100 10000 50 000 
XU 2 300 000 170 000 2470000 . 180000 5 000 5.000 40 000 
1928 
I. 1 050 000 100 000 1 150 000 160 000 5 000 1 000 20 090 
Il. 8 162 500 120 000 8282500 150000) 1100) 1 000 10 000 
Ill. 2 640 000 209 000 2840000 109000 2 000 1 000 10009 
IV. 5 800 000 350 000 6150000 110000 2 000 1 009 10000 2? 
 - 9 550 000 400 000 9950000 250000 2 000 10 000 100 009 
Vi. 8930000 1500000 10480000 350000 110) 1000 10.000 
VI. 11390000. 1900000 | 18200000 250000 110) 1 000 10000 2 
Vul 10000000 2000000 12000000 150000 1100 1 000 10 000 
IX. 8000000 2500000 19500000 60 000 11900 10000 10.000 
X 8 100 000 1.000 000 4 100 000 70 000 1 000 10 000 100 OW 
Mittel, 5786710 870 000 6654375 | 169 166 2790 4 330 31 660 


Porositat 47,0. 


Tabelle 


Wasserkapazitat 33,3 


IV. Vergleichst 





Versuchsflac! e 


Kiskomarom, Kichenwald 
» Kiefernwald . 
Fichtenwald bei Agfalva 
Niederwald , . 
Fichtenwald am Varis 
» an der Hochschule 
Hallands Vaderé, Buchenwald 
» » Kiefernwald 


Erlenwald 


* Fir die Bodenatmung und Luftkohlensaurebeobachtung. 
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85 000 009 
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S SOO O00 
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Versuchsflache VII. 
10 11 12 13 14 8 16 
o Protozoen = € 2 3 
S * 3 = 
= 2 . £5¢ ¥ 
Bs r: c = Sas E 
Es g E § 2 PH 2 5 2O - 
ee e = 7 = 3 ~ Be = 
a < = > z r os 3 
E 3 é “ -v on 
= ” ( o¢ 
Yd 13.06 
40 090 19.000 7 500 2 HM) 5 000 4.9) 920 6.23 87 
20 000 5 000 5000 9 AW) 2 5OO 4.75 2 20) 0.39 224 
1 000 1 000 7 500 5 000 2 500 4.61 225 0.05 1.8] 
1 000 1000 9 500 1 ooo 1 500 5.79 2.80 1.80 RAF 
10 OOO 10 000 500) 5 000 0 5.81 2.03 IR 4.96 
10. 000 10 000 1 000 1000 (0) 5,76 4.17 8.49 12,27 
10 000 1 000 2 500) 90) 0 6.20 3,16 10.72 14.29 
40 000 10. 000 7 500 1 O00 6 509 6.45 2.73 15,95 22,75 
10 000 10 000 10.000 7 500 2 500 5,90 2,52 21,27 25,16 
1 000 10 000 6 200 5 000 1 200 5.04 261 18.20 23.76 
1.000 10 000 2 FOO 2 OO 0 6.24 270 14.67 18.39 
40.000 10 000 7 500 1 000 6 500 6.58 2.81 10,00 14,01 
15 330 7 330 5 375 3 O41 2 350) .73 2 6S 9,22 12,18 
Luftkapazitat 13,7. 1 bis 12 pro lg feuchter Erde 
Jahresdurchschnittswerten. 
Gehalt der Waldluft mg/Liter 
Humus- Beobach ‘ 5 
gehalt PH eobachtungsze! 
3m om 
) 0.732 0.478 0,73 5,2 15. VII. 1927 bis 25. VIL. 192% 
0,745 1.625 0.81 5.4 26. VII. 1927 8. VIIL. 1927 
ib 0,788 0,646 2.81 6.12 1. IX. 1927 10. IX. 1927* 
2m Hohe 0,940 2.65 5,73 ia. 3... te 13. IX. 1927* 
) 0,762 0,700 1.00 6.5 12 X. 1927 1b X. 1927 
n 2m Hohe 0,582 1,67 6.24 24 X. 1927 2. XI. 1928 
iy 0.748 0.669 4,2 5,2 14. VII. 1926 8. VILL. 1926 
7 0,677 0,627 0,5 4.2 28. VITT. 1926 11. IX. 1926 
0,578 0,537 8.6 4.1 19. VI. 1926 7. VIT. 1926 
lund Il 
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L., Cyclamen europaeum L., Campanula 


silvaticum L., Fragaria vesca 
L., Melampyrum pratense L.., Peltigers 


persicifolia L., Campanula glomerata 
canina. 


Die Resultate der Untersuchungen zeigen Abb. 3 und Tabelle III 
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Abb. 3. _ 
Niederwald bei Agfalva 


Tabelle LV zeigt die wichtigsten Daten der Ergebnisse nach Jahres 
mittelwerten zusammengestellt in Verbindung mit den wichtigsten 


Resultaten meiner friiheren Untersuchungen. 


Vergleichende Besprechung der Resultate. 


Die die Resultate der Untersuchungen enthaltenden Abbildungen 
und Zeichnungen zeigen ganz klar erkennbare Zusammenhange und 
GesetzmaBigkeiten der mikrobiologischen Tatigkeit des Waldbodens 
Diese Untersuchungen haben nach meiner Ansicht klar erwiesen, dali 
der Kohlensauregehalt der Waldluft durch die Bodenatmung un 
mittelbar beeinfluBt wird, so daB der iiberwiegende Teil der durch 
die Assimilation der Waldbaume verbrauchten Kohlensaure durch die 
Tatigkeit der Bodenatmung erzeugt wird. Diese Bodenatmung wird 
aber, wie das ebenfalls durch meine Untersuchungsergebnisse be 
statigt wird, gréBtenteils und iiberwiegend durch die Tatigkeit der 
Bodenbakterien hervorgerufen. 

Das Maximum und das Minimur 
mit dem Maximum wnd Minimum der Bodenatmungskurve 


n der Gesamtbakterve nzahl falli 
fast voll 


kommen zusammen. 


Im Winter, namentlich in den Monaten Dezember 
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Januar, erreicht die Bodenatmung ihre niedrigsten Werte, und 
wenn die Bodentemperatur unter 0° sinkt, wird dieselbe fast vollkommen 
stillgelegt. Tabelle V zeigt ganz klar diese Erscheinung. 
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Abb. 4. 
Zeitlicher Verlauf der Anderungen der physiologischen Bakteriengruppen. 
F: Fichtenwald an der Hochschule; LL: Fichtenwald bei Agfalva; 
8S: Niederwald bei Agtalva. 


Dieser Stillstand der Bodenatmung bei Temperaturen unter (0° 
wird durch den Umstand erklart, daB bei diesen Temperaturgraden 
das Wasser der Bodenkapillaren gefriert und infolgedessen der Weg 
der CO,-Diffusion physikalisch gesperrt wird. Meine Annahme wird 
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Tabelle V. 


Bodenat mungswerte im Fichtenwald an der Hochschule an einigen krit is: 





Tagen. 
— Bodens Lufttemperatur Bodenatmung 
temp. ratur Sioa Titec g pro Std. u. qm 
2. 1,8 3,0 10,5 i] 
3. 2.6 3,0 13.5 “ 
10. 1.9 9.6 35 0,0779 
11. 0 7,8 3.5 0,0588 
13. 0.8 7,8 3.5 0.1783 
16. 0,2 2.2 1,0 0.0622 
17. 01 5.0 — 05 ” 
1. O8 5.5 1,0 a 
19. 0,2 6 0.6 0.1046 
20. 0.9 7 1,0 0.1769 
21. 0 5 1.5 ” 
23. 0 7.5 0 “ 
24. 0.3 4 — O5 “ 
27. 0,2 0 23 ” 


dadurch besonders bestitigt, daB, wie eben meine Untersuchunge: 
zeigen, der Bakteriengehalt des Waldbodens auch in den Winter 
monaten verhaltnismaBig hoch bleibt, nur ihre Tatigkeit wird durch 
die niedrigen Temperaturen erheblich beschrankt und das Entweichen 
der durch sie produzierten CO, infolge des Gefrierens des Wassers der 
Bodenkapillaren verhindert. 

Die Temperaturwirkung macht sich in dem Mikrobenleben des Wald 
bodens besonders dann bemerkbar, wenn die Temperaturgrade unter 1 ( 
sinken und sich dem Nullpunkt nihern. Die Wirkung der Temperatur 
ist. derart ausgeprigt, daB die Temperaturkurve mit den Anderungen 
der Bakterienzahl vollkommen kongruent ist. Die Boden- und Luft 
temperatur, die absoluten Werte der Lichtintensitaét, die Bodenatmung 
und die Gesamtzahl der Bakterien erreichen in den Monaten Dezember 
und Januar ihre niedrigsten Werte, und dieses Minimum tritt am 
scharfsten in diesen Monaten hervor. Recht interessant ist die Anderung 
des CO,-Gehalts der Waldluft. Die Kurve des CO,-Gehalts der Waldluft 
lauft bis zum Ende November bzw. anfangs Dezember parallel mit der 
Bodenatmungskurve. In den kaltesten Wintermonaten, Dezember und 
Januar, wo die Bodenatmung ihre niedrigsten Werte erreicht, sinkt 
im allgemeinen der CO,-Gehalt der Waldluft nicht ganz auf das CO, 
Niveau des freien Luftmeeres, sondern erreicht in gewissen Perioden 
verhaltnismaBig héhere Werte als dieses. Die Ursache dieser Erscheinung 
ist nach meiner Ansicht die folgende: 


Die Bodenatmung, abgesehen von den Tagen, wo die Temperatur 
des Bodens unter 0° sank, hérte niemals vollkommen auf. Der Boden 
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rzeugte daher fast ununterbrochen Kohlensaure, welche durch unsere 
\pparate registriert und gemessen wurde. Andererseits aber in den 
Vonaten November, Dezember, Januar und Februar wird die Assi- 

lation infolge der niedrigen Lufttemperatur fast vollkommen ein- 
gestellt In diesen Monaten war die Temperatur gewoéhnlich unter 
vw’ C, und meistens bewegten sich ihre Werte unterhalb von 5°C. Da 
nfolge der fehlenden Assimilation der CO,-Verbrauch minimale Werte 
aben wird, so kann der CO,-Gehalt der Waldluft durch die geringe 
Bodenatmung gewissermaBen doch in den unteren Luftschichten 
erhOht werden, nachdem das Diffusionsgefalle infolge der fehlenden 
\ssimilation a&uBerst gering und die Waldluft, namentlich in den vor 
lem Winde geschiitzten unteren Niveaus, mit CO, gesittigt wird 

Bemerkenswert ist, dal im Laufe des Monats Marz, wo infolge 
ler steigenden Temperatur die Assimilation allmahlich in Gang gesetzt 
wird, der CO,-Gehalt der Waldluft voriibergehend geringer wird 
obwohl die Werte der Bodenatmung steigende Tendenz zeigen. Nur 
lie spatere grobe Intensitat der Bodenatmung kann im Laufe des 
Sommers sodann, trotz des starken Verbrauchs seitens der assimilierenden 
Baumkronen, den CO,-Gehalt der Waldluft erhéhen. Ansonsten er- 
reichen die Gesamtbakterienzahl, die Bodenatmung, der CO,-Gehalt 
ler Waldluft, die Luft- und Bodentemperatur und die absoluten Werte 
ler Lichtintensitat ihr Maxinum im Laufe des Monats Juli. Im iibrigen 
weist die Gesamtbakterienzahl ein zweites Maximum im Laufe des 
Friihjahrs (Februar, Marz, April) auf, welches jedoch bedeutend ge- 
ringer ist als das Hauptmaximum im Monat Juli. Das Bakterien- 
wachstum im Waldhoden erreicht daher seine kleine Periode im Friihjahr 
nd seine groBe Periode im Sommer. 

Es ist sehr interessant, daB8 die Durchschnittszahlen des CO, 
Gehalts der Waldluft nicht immer im Verhaltnis mit der Intensitat 
ler Bodenatmung stehen. Der CO,-Gehalt der Waldluft wird namlich 
uch durch die Intensitat der Assimilation stark beeinfluBt. Die Assi 
milationsintensitat andererseits hingt aber sehr stark von der Tem 
veratur und von der assimilierenden Fliche der Baumkronen des 
Waldbestands ab. Die Vergleichstabelle IV gibt in dieser Beziehung 
sehr lehrreiche Daten 

Ich greife als Beispiel den Eichenwald in Kiskomaérom heraus. Dieser 
mittelalterige Bestand, der sehr gut geschlossen ist, hat durch seine 
reichliche Belaubung eine ziemlich grobe Assimilationsflache. Der in 
seiner Nachbarschaft stehende jiingere Kiefernwald besitzt natiirlich eine 
bedeutend kleinere Assimilationsflache. Der Unterschied zeigt sich nun in 
dem Umstande, da®B die Luft des Eichenwaldes, dessen Boden ja eme sehr 
groBe Bakterienzahl und damit eine sehr hohe Atmungsintensitat aufweist, 
geringeren CO,-Gehalt hat als die des Kiefernwaldes. Das gleiche gilt auch fiir 


den Niederwald in Agfalva, wo der junge Bestand wenig CO, verbraucht 
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und infolgedessen der CO,-Gehalt der Waldluft gréBer wird als in «: 
seiner unmittelbaren Nahe stehenden Fichtenwald. 


Wie die Abbildungen zeigen, steigt die Anzahl der Pilze para(| 
mit der Anzahl der Bakterien, und ich halte es fiir sehr wahrschein\ 
daB auch diese durch ihre Lebenstatigkeit die Werte der Bodenatiny 
erhohen. 


Wie die Abbildungen auch sonst ganz klar zeigen, ist der Protozoen 
gehalt beziiglich der Bodenatmung fast vollkommen wirkungslos. 

Die py-Werte erreichen ihr Minimum im Laufe der Monate Oktober 
und November. Spiiter steigen sie und bleiben sodann durch die ganze 
Vegetationsperiode, von kleinen Anderungen abgesehen, auf den 
gleichen Niveau. Ilhre héchsten Werte fallen daher im groben und 
ganzen mit dem Maximum der Bakterienzahl zusammen und _ ihr 
minimalen Werte kongruieren mit dem Maximum der Protozoenzah| 

Der Humusgehalt zeigt recht starke Schwankungen, ohne dai 
man einen unmittelbaren Einflu8 auf den Bakteriengehalt und auf 
die Bodenatmung nachweisen kénnte. Im allgemeinen ist der Humus 
gehalt im Laufe der Herbstmonate ziemlich hoch. Bei einigen Wald 
typen konnte ich noch im Laufe des Friihjahrs bzw. des Sommers ein 
zweites Maximum feststellen. Das Herbstmaximum ist wahrscheinlich 
die Folge des Herbstlaubfalles, aber die Ursache des Friihjahrs- bzw 
des Sommermaximums kann ich auf Grund dieser Untersuchungs 
ergebnisse noch nicht geniigend erkliren. Die niedrigen Werte im 
Sommer sind jedenfalls die Folge der erhéhten Bakterientatigkeit in 
den Sommermonaten. 

Im Verlauf der bisherigen Untersuchungen, deren Ergebnisse ich 
in meinen friiheren Arbeiten veréffentlicht habe, ist es mir auch ge 
lungen, den giinstigen EinfluB der Lokalregenperioden nachzuweisen 
Bei dieser langen Beobachtungsperiode jedoch, welche meinen jetzigen 
Untersuchungen zugrunde gelegt wurde, konnte ich, wie ich schon 
friiher ausdriicklich betont habe, nur die ganz ausgepragte Wirkung 
der Boden- und Lufttemperatur und der Lichtintensitat nachweisen 
Auf den Verlauf der Jahreskurve der Bodenatmung iiben die Nieder 
schlagsmengen keine unmittelbare Wirkung aus. Es ist zweifellos 
daB das Bakterienleben des Waldbodens der normalen durchschnitt 
lichen Niederschlagsmengen des Standorts sich vollkommen an 
gepaBt hat. 


Es bietet ein recht interessantes Bild, wenn wir die Anderungen 
der Lichtintensitat mit der Gestaltung der Umweltfaktoren vergleichen 
Wie ich bei der Untersuchungsmethode bereits bemerkt habe, hal 
ich die Werte der absoluten Lichtintensitaten im Freien und im Walde 
einfach mit den abgelesenen Skalenteilen des Photometers ausgedriickt 
woraus die Bunsen-Roscoe-Einheiten, wenn sich die Notwendigkeit 
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erveben sollte, berechnet werden kénnen. Fiir die Darstellung der 
relativen Anderungen geniigen ja allein die Skalenteile. Die absoluten 
Werte der Lichtintensitat erreichen ihr Minimum im Herbst und im 
Winter und ihr Maximum im Hochsommer. Sie fallen daher mit den 
Minima und Maxima der Bakterienzahl und infolgedessen auch mit 
den Minima und Maxima der Bodenatmung vollkommen zusammen 

Wie ich schon in meiner Arbeit tiber die Protozoenfauna des Wald- 
bodens betont habe, erblicke ich in dieser Erscheinung die Wirkung 
und den Ausdruck der Sonnenenergie, und ich méchte auch hier meiner 
Meinung Ausdruck geben, daB bei der Entwicklung der Mikrobentdtigkeit 
des Walbdodens die Wirkung und die Anderungen der Sonnenenergi« 
eine auBerordentlich wichtige Rolle spielen. 

Was nun die unmittelbare Wirkung der Bakterientatigkeit auf 
die Bodenatmung anbelangt, so haben auch diese Untersuchungen 
bewiesen, daB, wenn sich die Bakterienzahl erhéht und zwischen den 
Bakterien die aeroben vorherrschen, die durch die Bodenatmung 
produzierten Kohlensiuremengen erhéht werden. Es ist eine auf- 
fallende Tatsache, daB die Anzahl der anaeroben Bakterien im Wald- 
boden sich zwischen recht engen Grenzen bewegt. Die Anzahl der 
anaeroben Bakterien erreicht zwar im Laufe des Winters und des 
Sommers ebenfalls ihr Minimum und Maximum, sie erleidet aber nie 
groBe Anderungen. Infolge dieses Umstandes wird dann das Verhiltnis 
der aeroben und anaeroben Bakterien fiir die Bodenatmung im Winter 
am ungiinstigsten und im Sommer am giinstigsten, also in jenen Jahres- 
zeiten, wo die aeroben Bakterien ihr Minimum bzw. ihr Maximum 
erreichen. 

Die Bodenatmung steht daher im engen kausalen Zusammenhang 
mit der Anzahl der Bodenbakterien, und zwar derart, daB ihre héchsten 
Werte dann registriert werden, wenn die Gesamtzahl der Bakterien ihr 
Maximum erreicht und das Verhiltnis der aeroben Bakterien zu den 
anaeroben die giinstigste Relation zeigt, und das Minimum der Boden. 
atmung fallt in jene Periode, wo die Anzahl der aeroben Bakterien am 
geringsten und ihr Verhiltnis zu den anaeroben Bakterien am un- 
giinstigsten ist. 

Die Abb. 4 und die Tabellen I bis III zeigen nun auch die zeitlichen 
Anderungen der physiologischen Bakteriengruppen, und zwar nach 
monatlichen Durchschnittswerten in drei Versuchsflachen. Die nahere 
Betrachtung dieser Abbildungen und Tabellen erlaubt nun im aill- 
gemeinen, die folgenden Regelmabigkeiten abzuleiten. Zu bemerken 
ist, daB, nachdem es sich hier in erster Reihe um die physiologische 
Wirkung der Bakteriengruppen handelt, innerhalb der einzelnen 
Bakteriengruppen die aeroben und anaeroben Bakterien zusammen- 


gezahit wurden. 
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Die cellulosezersetzenden Bakterien folgen im allgemeinen zien ic} 
hart dem Laufe der Anderungen der Gesamtbakterienzahl. Sie 2 very 
zwar auf den Versuchsflachen Nr. I und VII auch je ein Maximun 
Friihjahr, erreichen aber ihr vollstandiges und gréBtes Maximum 
den cellulosezersetzenden Bakterien der Versuchsfliche Nr. V im | 
der Monate Juni und Juli. Desgleichen zeigen einen mit der Gesa: 
zahl der Bakterien annahernd parallel verlaufenden Kurvengang 
die Harnstoffvergirer- und Buttersiurebazillen 


Sehr charakteristisch ist die Entwicklung der nitrifiziere: 
Sakterien. Sie geben in allen drei Waldtypen ein annahernd gleiches 
Bild. Ihr Maximum entwickelt sich im Laufe des Winters, nur div 
Versuchsflache Nr. VII, deren Boden der Wind- und Temperatur 
wirkung mehr ausgesetzt ist, zeigt etwas abweichendes Verhalte) 
Das zweite Maximum erreichen hier die nitrifizierenden Bakteriey 
ungefaihr im Monat Mai 

Die denitrifizierenden Bakterien zeigen im Winter ebenfalls « 
Maximum und weisen sodann im Laufe des Friihjahrs auch ein zweites 
Maximum auf. Nur bei Versuchsfliche Nr. I vermissen wir das Er 
scheinen des Friithjahrsmaximums Die Ursache dieser Erscheinung 
kann ich vorlaufig noch nicht erklaren. Das Herbstmaximum ist 
sicherlich die Folge des feuchten und niederschlagsreichen Herbst. 
wetters. Auch das Friihjahrsmaximum ist wahrscheinlich mit diesem 
Umstand in Verbindung 

Die Entwicklung der N-bindenden Bakterien zeigt kein einheit 
liches Bild. Nur auf einer Versuchsfliche, und zwar auf Versuchsflach: 
Nr. V, zeigt ihre Kurve einen dem Gang der iKurve der Gesamt 
bakterienzahl etwas ahnlichen Verlauf. Bei den anderen Versuchs 
flachen ist ihr Verhalten ziemlich abweichend. So erreichen sie auf der 
Versuchsfliche Nr. VII ihr Maximum im Monat Februar und auf de: 
Versuchsflache Nr. 1 in den Wintermonaten 

Wie diese kurze Zusammenstellung zeigt, so kann man im groben 
und ganzen auch in dem Verhalten und in der Entwicklung der 
physiologischen Bakteriengruppen gewisse Gesetzmibigkeiten nach 
weisen. Um die Ursache des abweichenden und mir vorlaufig un 
verstandlichen Verhaltens einzelner physiologischer Bakteriengruppen 

erklaren zu kénnen, habe ich weitere Untersuchungen in Gang gesetzt 
deren Ergebnisse erst in einem spateren Zeitpunkt veriffentlicht 
werden kénnen. 

Zusammenfassung. 


1. Diese Untersuchungen haben in Ubereinstimmung mit den Er 


gebnissen meiner friiheren Resultate ganz klar erwiesen, dap zwischen dem 
Bakteriengehalt des Bodens und zwischen den durch ihre Tétigkeit 
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uzierten Kohlensduremengen ein unmittelbarer und kausaler Zu- 
cammenhang besteht, dessen Kriterien die folgenden sind: 

a) Die biologische Tatigkeit der Bakterien steht im engen Zu 
sammenhang mit der Sonnenenergie, die in der Boden- und Luft 
temperatur, sowie in der Lichtintensitat ihren me®Bbaren Ausdruck 
findet 

b) Die Anderungen des Bakteriengehalts des Bodens vollziehen 
sich nach klar erkennbaren Gesetzmabigkeiten, die durch den kurven 
maBigen Verlauf der Anderungen der Gesamtbakterienzahl deutlich 
ihren Ausdruck findet Die Werte der Boden- und Luftte m peratur und 
ler Lichtintensitdt erreichen zusammen mit dem Bakteriengehalt thi 
Vinimum in den Wintermonaten. Nach Ablauf des Winters steigen sir 
allmaihlich an und erreichen ihr vollstdindiges Marimum in den Monaten 
Juni und Juli. Wdahrend dieser Entwicklung kann man bei dem Bakterien 
whalt des Bodens im Friihling noch ein zweites Maximum beobachten 


welches aber gewéhnlich viel qeringer ist als das Sommermaximum 


c) Die Bodenatmung wird durch die Temperaturen unter & ge 
wohnlich fast vollkommen stiilgelegt. trotz des Umstandes, dab der Wald 
boden auch bei den niedrigen Wintertemperaturen einen ziemlich 
betrachtlichen Bakteriengehalt aufweist Dieser Stillstand entsteht 
auch dann, wenn die unteren Bodenschichten héhere Temperaturen 
aufweisen. Die Ursache dieser Erscheinung ist darin zu suchen, dal 
durch die niedrige Temperatur in den Bodenkapillaren das Wasser 
gefriert und dadurch die Diffusion der gebildeten CO, unmoglich macht 


d) Die durch die Bodenatmung erzeugten CO,-Mengen werden 
hauptsdchlich durch die Tdtigkeit des Gesamtbakteriengehalts des Bodens 
beeinflupt, und zwar derart, dap die Intensitdt der Bodenatmung sich 
parallel mit der Zunahme der Anzahl der aeroben Bakterien erhdht. Die 
Anzahl der anaeroben Bakterien beeinfluBt die Bodenatmung , negatir 
Die héchsten Werte erreicht die Bodenatmung erst dann, wenn in dem 
Gesamtbakteriengehalt des Bodens die aeroben Bakterien iiberwiegen 
Die anaeroben Bakterien zeigen zwar ebenfalls ein Winterminimum 
und ein Sommer- bzw. Frithlingsmaximum, aber die Anderungen ihrer 
Anzahl bewegen sich zwischen verhaltnismabig engen Grenzen. Ihr 
relatives Minimum fallt mit dem Sommermaximum des Gesamt 
bakteriengehalts zusammen, und ihr relatives Maximum kommt gleich 
zeitig mit dem Minimum des Gesamtbakteriengehalts vor 


e) Die Anzahl und Tatigkeit dér Bodenprotozoen iibt keinen nam 
haften Einfluf auf den Gang der Bodenatmung aus. 


f) Der CO,-Gehalt der Waldluft wird auBer der Bodenatmung auch 
von der Intensitdt der Assimilation bzw. durch die Gri Be des CO,-Verbrauchs 
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der assimilierenden Baumkronen unmittelbar beeinflugt. Namentlic! \) 
Herbst, so lange, bis wihrend der sinkenden Bodenatmung die Baim 
kronen noch CO, verbrauchen, nimmt auch der CO,-Gehalt der [uf 
ab. Spater aber, im Laufe des Winters, wo die Assimilation inf: \y 
der niedrigen Temperaturen vollkommen aufhért, sinkt der CO,-Gehalt 
der Luft nicht vollkommen auf das CO,-Niveau des freien Luftmeeres 
sondern erreicht voriibergehend steigende Tendenz infolge der |x 
stehenden Bodenatmung und des fehlenden Verbrauchs durch die 
Assimilation. Im Friihjahr, bei Beginn der Assimilationstitigkeit der 
Baume, sinkt er voriibergehend, aber spiter mit der Erhéhung der 
Intensitat der Bodenatmung steigt er wieder parallel mit der Boden 
atmungskurve an. 

g) Die Entwicklung der Pilze geht ungefihr mit der Kurve der 
Gesamtbakterienzahl parallel, nur mit der geringen Abweichung, dai 
ihr Maximum im Juli und im August durch die Trockenperiode meistens 
ungiinstig beeinfluBt wird. 

2. Die zu den physiologischen Gruppen gehérenden Bakterien 
haben in ihrem Verhalten folgende Gesetzmiabigkeiten konstatieren 
lassen : 


a) Die Gesamtzahl der cellulosezersetzenden Bakterien (aerob und 
anacrob) zeigt ungefihr das gleiche Verhalten wie die Gesamthakterienkur + 


b) Die Buttersiure- und Harnstoffvergirerbakterien zeigen im 
groben und ganzen auch ungefihr ahnliches Verhalten 


c) Die nitrifizierenden Bakterien erreichen in den mittelalterigen 
geschlossenen Waldtypen ein Maximum, und zwar im Laufe des Winters 
und des Vorfriihlings. Dagegen zeigen sie in dem auf der Kahlschlags 
fliche entstandenen unterbauten Niederwald ein Friihjahrs- und ein 
Wintermaximum. 


d) Die denitrifizierenden Bakterien, entsprechend den Feuchtigkeits- 
und Niederschlagsverhiltnissen, weisen ein Herbstmaximum auf und 
zeigen auperdem an zwei Versuchsfliichen noch ein Friihjahrsmaximum 

3. Die N-bindenden Bakterien zeigen kein gleichmaBiges Ver- 
halten. Auf der einen Versuchsfliche zeigen sie ein Wintermaximum 
auf der anderen ein Sommer- und ein Friihjahrsmaximum und auf der 
dritten ein Herbstmaximum. Dieses abweichende Verhalten hat mich 
veranlaBt, meine Untersuchungen noch in dieser Richtung zur Klarung 
dieser Frage fortzusetzen. 


4. Zwischen den Anderungen der pg-Werte und des Humusgehalts 
einerseits und den Anderungen des Bakteriengehalts andererseits 
konnte innerhalb der einzelnen Waldtypen kein unmittelbarer Zu 
sammenhang nachgewiesen werden. 
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Uber die Kristallart 
des Caleiumearbonats in Otolithen von Gadus morrhus. 
Von 
Gulbrand Lunde. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Oslo.) 


(Eingegangen am 20. Dezember 1928.) 


Bei der Altersbestimmung von Fischen geht man von der Tatsachy 
aus, daB bei zahlreichen Fischen wahrend der kalten Jahreszeit di 


Lebensfunktionen und dadurch auch das Wachstum stark herabsinke: 
Am ausgepriagtesten sind. diese Wachstumsunterbrechungen bei de: 


Schuppen der Fische zu sehen, die konzentrische Ringe zeigen. 

Die Otolithen! wurden auch mehrfach zur Altersbestimmung de 
Fische herangezogen (Maier). Krieger gibt in einer Arbeit an, da 
die Otolithen aus konzentrischen Lagen bestehen, die durch eine ver 
schieden dichte Anordnung der feinsten Kristallstaébchen zustand: 
kommen. Bei Betrachtung der frischen oder nachtraglich befeuchtete: 
Otolithen bei manchen Fischen sieht man deutliche Ringe. Bei andere: 
Fischen miissen erst Schliffe angefertigt werden, damit die Ring 
sichtbar werden. Die Ringe bestehen nach Koken und Maier aus feinen 
Kristallnadelchen von kohlensaurem Kalk, nach Reibisch und Jenkin: 
aus amorphem Kalk. Reibisch untersuchte die normalen Otolithe: 
von Pleuronectes platessa, die aus amorphem Kalk bestehen sollte: 
und deren Schichtung auf das Vorhandensein oder Fehlen einer organi 
schen Beimengung zuriickgefiihrt wurde. Jenkins untersuchte dir 
Otolithen der Clupeiden, die sich aus einer organischen Grundlag 
zusammensetzen sollen, und aus amorphem Kalk, der sich in dieser 
Grundlage ablagert. Beide Forscher finden in wenigen Fallen abnorn: 
kristallisierte Otolithe. Nach Reibisch ist die Schichtenbildung von 
der Temperatur abhingig. Stark kalkhaltige und im durchfallenden 


Es ist hier und im folgenden nur von dem vorderen, gréBeren Ot 
lithen, der Saggita, die Rede. 





wul 
Uth 














G. Lunde: Kristallart des CaCO, in Otolithen. 437 


Lic ate hell erscheinende Ringe werden im warmen Wasser gebildet, 
wanrend die im kalten Wasser gebildeten Ringe triibe sind, wegen 
der sparlichen Ablagerung von Kalk in der organischen Grundsubstanz 

Es soll hier nicht die Anwendbarkeit der Otolithenringe zur Alters- 
bestimmung der Fische diskutiert werden. Zweck der vorliegenden 
\rbeit war lediglich ein Versuch zur Aufklarung der Struktur und 
moglicherweise auch der Bildungsbedingungen der Otolithenringe 

Das Material fiir die vorliegende Untersuchung wurde in liebens- 
wirdiger Weise von Herrn Direktor Alf Dannevig, Fledevigens 
Utklekningsanstalt, Arendal, zur Verfiigung gestellt 

Es wurde zunachst eine chemische Analyse einer gréBeren Anzahl 
von Otolithen des Dorsches (Gadus morrhua) ausgefiihrt. Die Analyse 
Ing. E. Kliiver) gab folgendes Resultat: 
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Aus der Analyse geht eindeutig hervor, daB die Otolithen in der 
Hauptsache aus Calciumcarbonat bestehen miissen. Betrachten wir 
die Gesamtmenge der Kohlensadure als an Kalk gebunden, so bleiben 
noch 11,44°,, CaO iibrig, die entweder direkt als Oxyd vorliegen mub, 
oder auch an die organische Substanz gebunden sein kann. Diese 
letztere Méglichkeit ist wohl sehr unwahrscheinlich, da die Menge der 
organischen Substanz nicht ausreichen wiirde, um das Calciumoxyd 
zu binden. Bemerkt sei noch, dab die gepulverten Otolithen mit Wasser 
stark alkalisch reagieren. Die organische Substanz enthalt Stickstoff 

Nach der Umrechnung auf Calciumcarbonat und Fortlassen der 
unwesentlichen Bestandteile kommen wir zu folgender Zusammen- 
setzung der Otolithen: 


RR rice de a om es a ~~. « oe 
an rie ah meget: Sd ay.o ne 
H,O organische Substanz. . . . . 11,49 
Andere Bestandteile . ....... 6,68 
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Zum Vergleich seien die friiheren Analysen von Otolithen 
Kelly und B. Wicke unten angefiihrt 





\) 
Otolithen von Gadus morrhua. 
eru 
Kel Wicke a 
il> 
CaO. ; , 92.41 90,03 
a oe 0,22 
Phosphate ‘te ee 2.85 0.54 
Cad), of. = ae ee 0.29 Ca ( 
Org. Substanz H,0 8.92 mnie 
Es finden sich bei diesen Autoren keine Angaben iiber die Art 
Materials und tiber die Ausfiihrung der Analysen. Nach Canesiri) - 
und Parmigiani enthalten die Otolithen selten iiber 4°,, organiscly E. | 
Substanz, der Calciumcarbonatgehalt geht bis zu 98°, hinauf. Wi: 
Bei Kelly finden wir eine Angabe, nach welcher das Calciumearbonat = 
aus Aragonit bestehen soll. Die Angabe stiitzt sich auf die Bestimmung a 
des spezifischen Gewichts sowohl als auf die Meigensche Probe. Nac! Lit 
Meigen wird gepulverter Aragonit, wenn mit Kobaltnitratlésung Ma 


gekocht, lilafarbig, wahrend Calcitpulver zunachst farblos und erst 
nach laingerem Kochen schwach blaulich gefirbt wird Natiirlic! 
kann die .Weigensche Probe nur die Frage beantworten, ob Aragonit 
vorliegt oder nicht, nicht aber, ob vielleicht gleichzeitig auch Calcit 
vorliegt. Nach Wicke soll das Calciumearbonat ebenfalls aus Aragonit 
bestehen. Er berechnet das spezifische Gewicht des Calciumcarbonats 
zu 3.053 °,, aus dem spezifischen Gewicht der Otolithen unter Beriick 
sichtigung der organischen Substanz (8,82 °,). 

Selbstverstindlich ist ein derartiger Nachweis des Aragonits nicht 
sehr zuverlissig. Auch sind die Kristalle in den Otolithen so klein 
daB eine direkte optische Bestimmung der Kristallart nicht méglich ist 
Die Frage wurde aber durch Réntgenuntersuchung entschieden. Es 
wurden Pulverdiagramme von zwei verschiedenen Otolithen auf 
genommen. Die Reflektionslinien auf den aufgenommenen Filme: 
waren vollig identisch mit denen eines gleichzeitig aufgenommenen 
Aragonitkristalls!. 

Eine andere kristallinische Substanz als Aragonit konnte nicht 
gefunden werden. Die Réntgenaufnahme der Otolithen zeigten auber 
den Linien des Aragonits keine Zusatzlinien. Damit ist erwiesen, da! 


! Die Réntgenaufnahmen wurden im Mineralogischen Institut cd: 
Universitat Oslo von Herrn E. Broch aufgenommen, dem ich fiir dies 
Freundlichkeit meinen besten Dank ausspreche. 








439 





Kristallart des CaCQ, in Otolithen 


kristallinische Substanz in den Otolithen Calciumecarbonat ist, 
dab die Atomanordnung des 
{\nordnung des Aragonits ist Diese Feststellung steht mit 
Einklang. da® organische Kalkgebilde, die 


Calciumearbonats die bekannte 


der all- 


einen Erfahrung im 
yeringe Magnesiummengen enthalten, meistens als Aragonit kristalli- 
sieren, wahrend solche mit etwas gréBeren Magnesiummengen meistens 
Calcit auftreten 

Zusammenfassung. 


Otolithen von Gadus morrhua enthalten 76.39°,, CaCQ,, 11.44 
Das Calciumearbonat 


(CaO und 11,49°,, H,O und organische Substanz 


hesteht aus Aragonit 
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(ber Bildung yon Fumarsaure in den Zuckerkulturen you 
Mucor stolonifer (Rhizopus nigricans) und sein Verhalten 
zur Brenztraubensaure. 


Von 
WIL. S. Butkewitseh und M. W. Fedoroff. 


(Aus dem Timirjazeff-Forschungsinstitut, Moskau.) 
(Eingegangen am 24. Dezember 1928.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Fumarsiaure wurde zuerst in einigen héheren Pflanzen auf 
gefunden! und darauf auch in einer Reihe von verschiedenen Pilz 
arten*® sowie im Tierkérper® nachgewiesen. Dab die Bildung dieser 
Saure bei den Pilzen mit Zuckerumwandlung im Zusammenhang steht 
wurde durch die Versuche von Ehrlich* mit Mucor stolonifer und spiter 
durch die von Wehmer® mit Aspergillus fumaricus festgestellt. Vor 
kurzem wurden Ehrlichs Ergebnisse hinsichtlich der Bildung der Fumar 
siure in den Zuckerkulturen von Mucor stolonifer von einem von uns® 
bestatigt und dadurch erweitert. dab die Ausbeute der Saure in den 
Kulturen durch CaCO,-Zusatz betrachtlich erhéht wurde 

Die soeben erwihnten Arbeiten beriihrten aber nicht die Frag 
nach der Art der Umwandlung, die den Ubergang von Zucker zu Fumat 
siure begleitet. Vom physiologischen Standpunkt aus ist doch dies: 
Frage von bedeutendem Interesse, da die Fumarsiéure mit den anderen 


1 Pfaff, Berzelius Jahresber. 7, 216, 1826; Winkler, Ann. d. Chem. u 
Pharm. 4, 230, 1833; Demarcay, Ann. de chim. et phys. (2) 56, 429, 1834; 
Probst, Ann. d. Chem. u. Pharm. 31, 241, 1839; Wicke, ebendaselbst 87, 
225, 1853. 

2 Dessaignes, Ann. d. Chem. u. Pharm. 89, 123, 1854; Braconnot, eben 
daselbst 89, 123, 1854; Riegel, Jahresber. f. prakt. Pharm. 7, 222, 1843; 
Herrmann, Chem.-Ztg. 37. 206, 1913: Zop}, Schenks Handb. d. Bot. 4 
272, 1890. 

8 Einbeck, Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 145, 1913; 90, 301, 1914. 

4 F. Ehrlich, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 44, 3737, 1911; 52, 63, 1919 

5 C. Wehmer, ebendaselbst 51, 1663, 1918. 

* WI. Butkewitsch, diese Zeitschr. 182, 99, 1927. 
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-weibasischen viergliedrigen Sauren, wie Bernstein-, Apfel- und Wein- 
jure, zusammen eine Gruppe von Sauren bildet, die im Pflanzenreich 
weit verbreitet sind. AuBerdem stellt auch das oft in den Pflanzen 
vorkommende Asparagin ein Derivat dieser Sauren dar. 

Einen Versuch, die Herkunft der Fumarsaure bei der Zucker- 
umwandlung durch Mucor stolonifer klarzustellen, machte unlangst 
Goltschalk*. Von den Ergebnissen seiner Versuche ausgehend, hielt er 
es fiir zulaissig, den SchluB zu ziehen, daB die Umwandlung des Zuckers 
zu Fumarsaure iiber Brenztraubensaure als eine Zwischenstufe vor sich 
gehen mub. 

Die Grundlagen dieses Schlusses schienen uns aber infolge des 
Mangels an Kontrollversuchen nicht ganz tiberzeugend zu sein, und 
leshalb stellten wir uns unter anderem die Aufgabe, Gottschalks Ver- 
suche bei etwas erweiterter Anordnung zu wiederholen und damit die 
etwaigen MiBversténdnisse zu beseitigen. Als unsere diesbeziiglichen 
Versuche schon im Gange waren, erschien Ehrlich und Benders Mit- 
teilung*, wo die Verfasser Gottschalks Ergebnisse entschieden wider- 
legen und zu dem Schlu8 kommen, daB Mucor stolonifer weder die Brenz- 
traubensiure zu verwerten noch demnach auch die Fumarsaure auf 
dieser _Kohlenstoffquelle zu bilden imstande ist. 

Diese SchluGBfolgerung stimmt, insofern sie die Bedingungen 
betrifft, unter denen Gottschalks Versuche angestellt worden sind, 
vollstandig mit den Ergebnissen unserer betreffenden Versuche tiberein, 
die weiter unten beschrieben werden. 

AuBer den Versuchen mit der Brenztraubensiure wurde von uns 
noch eine Reihe von Versuchen mit den Zuckerkulturen von Mucor 
stolonifer angestellt, um den zeitlichen Verlauf der Anhaufung von 
Fumarséure mit und ohne CaCQ, und ihre Ausbeuten hinsichtlich 
des verbrauchten Zuckers in diesen Kulturen zu verfolgen. 


Versuche mit Zucker als Kohlenstoffquelle. 


Bei diesen Versuchen wurde die Anhiufung von Fumarsaure ent- 
weder in den Zuckerkulturen selbst oder in den Zuckerlésungen, die 
zu den vorher aufgezogenen Pilzdecken hinzugesetzt worden waren, 
verfolgt. 

Alle bei den Versuchen gebrauchten Lésungen enthielten folgende 
Salze: 0.2% KH,PO,, 0.3% NaCl, 0,01°% MgSQ,. 

Als Stickstoffquelle diente (NH,),S 0, oder Pepton, als Kohlenstoff- 
quelle meistens invertierter Rohrzucker und in einigen Fallen Glucose 
oder Lavulose. 


' A. Gottschalk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 152, 136, 1926; 172, 314, 1927. 
2 F. Ehrlich und Bender, ebendaselbst 170, 118, 1927; 172, 317, 1927. 
99* 
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Priifte man die Einwirkung von fertigen Pilzdecken auf die Zu 
lésungen, so ziichtete man diese Decken gewéhnlich im Thermost te 
bei etwa 30° auf der Nahrlésung, die auBer den oben angegely 
Salzen 10°, Invertzucker und 1,5°%, Pepton enthielt. Nachdem 
die Pilzdecken geniigend stark entwickelt hatten, wurden die Kul: 
fliissigkeiten abgegossen und die Pilzdecken wiederholt mit sterilisicrt ; 
1°,iger NaCl-Lésung abgespiilt. Darauf wurden abgemessene Men: 
von sterilisierten 5- oder 10%, igen Zuckerlésungen (mit den obe: 
angegebenen Salzen ohne N) den Pilzdecken zugesetzt, und die Lésunge 
mit diesen wurden im Thermostaten bei der Temperatur von etwa 3) 
stehengelassen. 

Die Versuche wurden mit oder ohne Ca-Carbonat angestellt. 1 
Kulturen setzte man dieses nur nach einigen Tagen nach der Impfung 
zu, wenn sich eine Decke auf der Oberfliche der Fliissigkeit gebilide: 
hatte. In den Versuchen mit den vorher aufgezogenen Decken wurc 
das Ca-Carbonat sofort nach dem Wechsel der Lisungen hinzugefiigt 


Bei der Analyse der Versuchslésungen wurden folgende Verfahre: 
angewandt, wenn die Versuche mit CaCO, angestellt worden waren 


Man filtrierte die Lésung ab und extrahierte die Decke und de: 
Niederschlag mit heiBem Wasser fast bis zum Verschwinden der Reaktiv: 
auf Ca mit Ammoniumoxalat. Darauf wurde das ganze Filtrat nac! 
Abkiihlung auf ein bestimmtes Volumen gebracht, und man _ be 
stimmte in abgemessenen, dem Filtrat entnommenen Proben de: 
Gehalt an unverbraucht gebliebenem Zucker (nach Bertrand) und ai 
aufgeléstem Calcium. 


Der Ca-Gehalt der Lésung gab eine Vorstellung iiber die Gesamt 
menge der durch den Pilz gebildeten Siuren. Diese wurden auberden 
durch Kristallisation von Ca-Salzen bzw. durch Extrahieren mit Ather 
ausgeschieden. 


Die abfiltrierte Kulturfliissigkeit mit Waschwasser wurde aut 
dem Wasserbad stark eingeengt und stehengelassen. Fand dabei kein: 
Kristallisation statt, so wurde die Fliissigkeit mit H,SO, angesiiuert 
und mit Ather behandelt. Nach dem Abdampfen des Athers aus dem e1 
haltenen Atherextrakt wurde der dabei zuriickgebliebene kristallinisc!: 
Riickstand getrocknet, gewogen, aus Wasser umkristallisiert und 
identifiziert. Schieden sich beim Einengen des Filtrats kristallinisclh: 
Ca-Salze aus, so wurden diese abfiltriert, getrocknet, gewogen und 
identifiziert. Die in der Mutterlauge gebliebenen Saéuren wurden 
nach Extrahieren mit Ather isoliert und gepriift. 


Bei den Analysen der Kulturen ohne CaCO, bestimmte man de: 
Gesamtgehalt der Kulturfliissigkeit an Sauren durch Titrieren mi‘ 





mit 


ae 
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| NaOH- oder Ba(OH),-Lésung und isolierte die in der Kultur 
efindlichen Sauren nach dem iiblichen Verfahren durch Extrahieren 
mit Ather. 


Versuch 1. Zuckerkulturen mit CaCO 


Bei diesem Versuche wurden zwei Kulturen aufgestellt.  Fiir ject 
Kultur wurden je 250cem Nahrlésung gebraucht, die auBer den oben 
ungegebenen Salzen 12%, Invertzucker und 0,2°, (NH,),.S80O, enthielt 


\m vierten Tage nach der Impfung setzte man jeder Kultur je 10 g CaCO 
Zum SchluB des Versuches (nach 24 Tagen) entwickelten sich gute 
decken mit reichlichen Sporangien. Die Analyse der Kulturen wurde 
wh dem oben angegebenen Verfahren ausgefiihrt und ergab die in der 


Tabelle I zusammengestellten Resultate. 


Tabelle J. 


Gesamtmenge des Invertzuckers in den Kulturen . 60g 


Dauer der Kulturen rs! ; 24 Tage 
Pilzdeckengewicht : . : “oe - 
Verbrauchter Zucker . . stab igo relay 54,985 ¢ 
Gesamtmenge von in Wasser geléstem CaO 8,725 2 
Fumarsduregehalt nach Ca berechnet 18,073 ¢ 
Ausgeschiedene Séure. . ee 17,260 ¢ 


Wie aus den in der Tabelle I angefiihrten Zahlen ersichtlich ist 
betrug der Gehalt der Kulturen an Fumarsaure 17,26 g, wobei 55 g 
Zucker verbraucht worden waren. Also machte die Ausbeute der 
Siure hinsichtlich der Gesamtmenge des verbrauchten Zuckers 
314°, aus. 


Nach Umkristallisieren und Trocknen enthielt das aus den Kulturen 
erhaltene Ca-Salz in wasserfreiem Zustande 26,14°%, Ca. Das wasserfreie 


or 70 


Ca-Fumarat muB nach der Rechnung 25,97°,, Ca enthalten. 


In den Kulturen dieses Versuches wurde auch Alkohol bestimmt 
Der Gesamtgehalt der Kulturen an diesem betrug etwa 6,25 g 


Zieht man die Zuckermengen in Betracht, die zur Bildung des 
gefundenen Alkohols und der Pilzdecken verbraucht werden muBten, 
so ist die Ausbeute an Fumarsaure in bezug auf den zu ihrer Bildung 
verbrauchten Zucker mit einem Wert zu schitzen, der jedenfalls 50° , 
iibersteigt. 

Die Bestimmung des spezifischen Drehungsvermégens des unverbraucht 
gebliebenen Zuckers gab fiir [a}?? — 6,35°, fiir Invertzucker miiBte (a 1} gleich 

26,4° sein. Daraus folgt, da Lavulose im Vergleich zu Glucose vor 
wiegend durch den Pilz aus der Nahrlésung verwertet wurde. 


DaB die betrachtliche Ausbeute an Fumarsaure in diesem Versuche 
durch die Gegenwart von CaCO, bedingt wurde, ergibt sich aus dem 
weiter unten folgenden Versuch 2 mit den Kulturen ohne CaCO, 
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Versuch 2. Zuckerkulturen ohne CaCO, 


Dieser Versuch, ohne Zusatz von CaCO,, wurde fast unter dens: 
Bedingungen wie der Versuch 1 angestellt, nur wurde Ammoniums 
durch Pepton (1°) ersetzt, um die Ans&iuerung durch die bei der Ammo 
verwertung frei werdende Saéure zu vermeiden. 


Die Ergebnisse des Versuches werden in der Tabelle I] zusam 
gestellt. 


Tabelle II. 


Gesamtmenge des Invertzuckers in den Kulturen . 60g (10°%,) 


Dewer dew Kulturen ......::5.««-ee « §6Tege 
DENS =. 6 4 cle GN cos ww oe ee BERS 
Verbrauchter Zucker. ............. S1,14g 
pu der Kulturfliissigkeit........2.2.2.2.. «5,8 
Gesamtaziditét, n/10 NaOH auf l0cem Kultur- 
ea 
Fumarséuregehalt nach Aziditaét berechnet . . . . 5,28¢ 
Ausgeschiedene Sfiure. ............. 2,28¢ 


Aus 51 g verbrauchten Zuckers lieBen sich in diesem Falle nw 
etwa 2,5 g Fumarsaure erhalten, was in bezug auf Zucker beinahe 5 
ausmacht. Hier war also die Ausbeute von Fumarsiaure ebenso gering 
wie in Ehrlichs Versuchen, die auch ohne CaCO, angestellt worden 
waren. 

Bezieht man die gefundene Menge von Fumarsaure auf die Kultur 
fliissigkeit (600 ccm), so betragt der Sauregehalt derselben etwa 0.5 


Die durch Extrahieren mit Ather ausgeschiedene und aus Wasser 
umkristallisierte Saure wurde durch Titration, Schmelzpunkts 
bestimmung und iibliche Reaktionen identifiziert. 


Beim Titrieren wurden 47,95ccm n/10 NaOH auf 0.2718 ¢ Séur 
verbraucht. Nach der Rechnung mii®Bten 47,87 ccm auf dieselbe Meng: 
von Fumarséure verbraucht werden. Der Schmelzpunkt der Saure wurd: 
bei 283 bis 284° gefunden; fiir Fumarsaure liegt dieser, nach Michaelis. 


bei 287°. 

Zum SchluB des Versuches war das py der Kulturfliissigkeit gleich 5,8 
Wabhrscheinlich stellt dieser Wert die maximale aktuelle Aziditaét dar 
die der Pilz vertragen kann. In den Kulturen ohne Bindung der Sauren 
wird ihre Anhaufung offenbar durch Aziditaét beschrankt, und die Ein 
wirkung von CaCO, laBt sich also auf die Beseitigung der Aziditats 
steigerung in der Kulturfliissigkeit zuriickfiihren. 


Die Einwirkung von CaCO, auf die Saureanhiufung ist auch aus 
den weiter unten folgenden Versuchen mit den vorher aufgezogenen 


Pilzdecken ersichtlich. 
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Versuch 3. Einwirkung von vorher aufgezogenen Pilzdecken auf Zucker- 
lisungen mit und ohne Ca-Carbonat. 


Bei diesem Versuch verbrauchte man vier Kulturen, von denen jede 
125cem iiblicher Nahrlésung (vgl. oben) enthielt. Die Kulturfliissig- 
keiten wurden durch je 100ccem 5°%,iger Lésungen von Invertzucker, 
Dextrose und Lévulose und 1°%,iger NaCl-Lésung ersetzt. Der Versuch 


lauerte 14 Tage und seine Ergebnisse werden in der Tabelle III angegeben. 


Tabelle 111. 





Mit CaCO, Ohne CaCO, 


Invert- Lavus Dex. NaCl Invert» Lavu- Dex: 
zucker lose trose zucker lose trose 


Piladeckengewicht in g 185 189 135 0,75 165 1,67 1,55 
Verbrauchter Zucker in g volistandig vollstand. ver- 
verbraucht (5 g) 4.50 | braucht (5 g) 


In Wasser geléstes Ca in g 0,550 0,435 0,358 

jesamtaziditat (auf 100cem ) 

n10 NaOH in com... 51.8 17,6 16,4 
Fumarsauregehalt nach Ca 

bzw. Aziditat berechneting 1,594 12 
\usgeschiedene Saure in g 1,50 1,02 


aos) 


32 1.040 0,300 0,102 0,095 
0.82 — 017 0,05 0,05 


~ 


Die Ausbeute der Fumarsiure war etwas héher auf Invertzucker 
als auf Lavulose und Dextrose. Fiir die beiden letzteren wurde kein 
bemerkbarer Unterschied nachgewiesen. Die Einwirkung von CaCO, 
auf die Anhaéufung der Saure kam aber iiberall ebenso scharf wie in 
den vorigen Versuchen zum Vorschein. Ohne CaCO, war ihre An- 
hiufung auch hier viel geringer als mit CaCO,. In dem Kontrollversuch 
(mit NaCl) lieB sich Fumarsaure nicht nachweisen. 

Dieser Versuch kann aber keine richtige Vorstellung iiber maximale 
Anhiufung von Siuren geben, da diese nach vollstandigem Verbrauch 
des Zuckers wahrscheinlich auch zum Teil verbraucht wurden. 

In dem weiter unten folgenden Versuch wurde der Einfluf von 
CaCO, auf die Geschwindigkeit des Zuckerverbrauchs und auf den 
zeitlichen Verlauf der Saureanhaufung verfolgt 


Versuch 4. Einwirkung von Pilzdecken auf Invertzuckerlésung mit und ohne 
Ca-Carbonat. 

Dieser Versuch wurde mit einer Reihe von Kulturen ebenso wie der 
Versuch 3 angestellt. Die Kulturfliissigkeiten ersetzte man durch je 100 ccm 
10% iger Invertzuckerlésung. Die Dauer einzelner Versuche und ihre Er- 
gebnisse werden in der Tabelle IV angegeben. 

Aus den angefiihrten Ergebnissen ist es ersichtlich, dab Ca-Carbonat 
den Verbrauch des Zuckers betrachtlich férdert. Mit CaCO, wurde 
der Zucker schon am 11. Tage ganz erschépft, ohne CaCQ, blieb er 
dagegen noch in bedeutender Menge auch am 23. Tage zuriick. Das 
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Tabelle IV. 





Dauer des Versuchs Tage 7 11 14 17 20 


Mit Ca-Carbonat: 





Pilzdeckengewicht in g : . 2196 2100; 2559 2550; 2125 2 
Verbrauchter Zucker in g . 8,775 volistandig verbraucht (10 ¢) 
In Wasser geléstes Ca in g ; 0.298 0,597 0,620) 0644 0,676 0,72 K 
Fumarsauregehalt nach Ca _ be- 
rechnet ing . ade 0,865 1,731 1,798 1,868 1,969 2 
Ausgeschiedene Saure ing... 0,846 1,594 1,736 1,753 1895 1 
Ohne Ca-Carbonat he 
Pilzdeckengewicht ing . 1995 1,700 2400 2,050 2,150 2.15 Ae 
Verbrauchter Zucker ing ... 6,150 6,000 7,300 7,120 8629 8 2 
Gesamtaziditat (auf 100 cem) - 
n/10 NaOH in com... . . (59,0 62.4 61,6 56,2 65.6 65.4 
Fumarsaure nach Aziditat be- 
rechnet ing .. . ; . | 0842 0,362 0,353 0,326 0,389 0.382 
Ausgeschiedene Saure in g . .| 0129 0,221 0,209 0,202 0,208 02 
wurde wahrscheinlich durch die erhéhte Aziditat der Lésung bedingt 
die auch die weitere Anhaiufung der Saéure verzégerte. Diese hauft: 
sich in der Lésung ohne CaCO, nur wiahrend der ersten Tage des Ver 
suches an und weiter blieb ihre Menge unverindert. Die Menge de: 
angehauften Saure war in der Lésung mit CaCO, fast zehnmal hohe: 
als in der ohne CaCO,, und die Ausbeute der Siure in bezug auf div 
verbrauchte Zuckermenge betrug im ersteren Falle beinahe 20%.  E: 
ist bemerkenswert, daB sich keine Verminderung und sogar ein schwacher 
Zuwachs an Ca-Fumarat wahrend 12 Tage nach dem _ vollstindigen 
Verbrauch des Zuckers nachweisen lie8. Die aus den Versuchskulturen 
isolierte und umkristallisierte Siure wurde durch Titration, Schmelz 
punktsbestimmung und iibliche Reaktionen identifiziert. 
. 
q 
I 
N 
\ 
oo 
N 
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Wr) > mit Caldy | 
YESS nah swe ot Son. | 
§ _——Fumarsiwure ohne Calo, 
p % ‘Tage 20 


Abb. 1 


Auf 0,3517 ¢ Saéure wurden 60,5 ccm n/10 NaOH beim Titrieren mit 
Phenolphthalein verbraucht. Nach Rechnung miiBten 60,85 cem au! 
dieselbe Menge Fumarsaéure verbraucht werden. Die Schmelzpunkts 
bestimmung gab 284°. 

Der Verlauf des Zuckerverbrauchs und der Saéureanhéufung mit und 
ohne CaCO, wird in Abb. | graphisch dargestellt. 
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such 5. Verlauf der Anhdufung von Fumarsdure in den Zuckerkulturen 

mit Ca-Carbonat. 

Bei diesem Versuche wurden 20 Kulturen aufgestellt. Jede Kultur 
hielt je 150cem Nahrlésung 15°, Invertzucker, 0,3°, (NH,),50O, 
| die iiblichen Salze und je 10g CaCQ,. 

Vom 15. Tage nach der Impfung an wurden nach je 3 Tagen je zwei 

Kulturen zur Analyse herangezogen. Die Ergebnisse werden in der 
labelle V zusammengestellt. 


Wie aus den Analysenergebnissen ersichtlich ist, wachst die Aus 
beute der Fumarsaure in bezug auf verbrauchten Zucker nach MaBgabe 
des Verbrauchs desselben allmahlich von 20 bis fast zu 40°,. Den 
maximalen Wert erreichte die Ausbeute. wenn Zucker volistandig 


a 


Pilzdeckengewicht 
quascum}>cliaecem= 


—_—_— 


Tage 4 





Abb. 2 


verbraucht worden war. Darauf nahm die Sauremenge etwas ab 
Hier zeigte”sich also, wie im vorigen Versuch, eine Anhiufung der 
Saiure nach dem Verbrauch des Zuckers. Wenn diese Erscheinung 
keine Folge zufalliger Schwankungen ist, so muB sie darauf hinweisen 
daB in den Pilzkulturen gewisse Produkte entstanden, die als eine 
(Quelle zur Bildung der Fumarsiaure dienen konnten und bei der Analyse 
nicht in Rechnung gebracht wurden. 

Bei qualitativer Untersuchung der aus den Kulturen ausgeschiedenen 
Ca-Salze wurden die von einzelnen Kulturen stammenden Praparate 
vereinigt und zusammen untersucht. Die aus diesen Salzen gewonnene 
Fumarsaure identifizierte man wie friiher durch Titration und Schmelz- 
punktsbestimmung. 


Auf 0,3170 g Séure wurden 54,35 ccm n/10 NaOH verbraucht. (Fiir 
Fumarséure berechnet 54,60ccm.) Die Schmelzpunktsbestimmung gab 
gegen 283 bis 284°. 
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Bei naherer Untersuchung der aus den Kulturen isolierten Ca-Salze 
worde in ihnen auch eine ziemlich bedeutende Menge ven Bernstein 
siaure nachgewiesen Um Bernsteinsiure aus ihrem Gemenge mit 
Fumarsaure zu isolieren, was durch einfache Umbkristallisierung zu 
erreichen nicht gelang, wurde dieses Gemenge mit Permanganat in 
saurer Lésung bearbeitet. wobei nur Fumarsiéure zerstért wird und 
Bernsteinsaure unverandert bleibt Der Gehalt des Siuregemenges 
an der letzteren betrug beinahe 10” , 


Bezieht man die Saureausbeute auf dreitaigige Zeitriume. so 
rreicht diese nach und nach steigend zum Ende des Zuckerverbrauchs 
mehr als 70‘ Hier haben wir also die Werte. die sich schon denen in 


Wehmers Versuchen mit Aspergillus fumaricus nahern 


In den Zuckerkulturen mit CaCO, entwickelten sich die Pilz 
decken anfangs ziemlich langsam, zum Schlub des Versuches sahen 
sie aber ganz gut aus und bildeten reichlich Sporengien, wobei die in 
der Nahrlésung auf der Unterseite der Decke vorkommenden Pilz 
hyphen dicht mit schénen Drusen von Ca-Fumarat bedeckt wurden 
Das laBt sich aus den Photoaufnahmen von den 39tagigen Kulturen 


dieses Versuches ersehen (Abb. 3) 


\ 





Abb, 3 


Die von uns im gegebenen Falle erhaltenen Ergebnisse stimmen 
nicht ganz mit Fhrlichs Beobachtungen bei seinen Versuchen. .Wucor 
stolonifer auf Fructoselésung mit CaCO, zu ziichten, iiberein. Er konnte 
bei diesen Versuchen gar keine Entwicklung des Pilzes nachweisen 
und schreibt das der durch CaCQO,-Zusatz bedingten Alkalinitat der 
Nahrlésung zu. Bei unseren Versuchen rief der CaCQO,-Zusatz nur eine 
gewisse Verzégerung in der Entwicklung des Pilzes hervor, unter 
driickte aber diese. wie aus den oben angefiihrten Ergebnissen ersichtlich 


ist. nicht ganz und gar 
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In den oben beschriebenen Versuchen mit den Nahrlésungen 
mangelhaftem Stickstoffgehalt (mit CaCO,, Versuche 4 und 5) 
sich irgendwelche bemerkbare Verwertung der Fumarsaure aus ihren 
Ca-Salz nach dem Verbrauch des in der Nahrlésung befindlichen Zuck ors 
fast gar nicht nachweisen. In den Kulturen mit Fumarsiure als alleiniy: 
Kohlenstoffquelle und mit Ammoniak als Stickstoffquelle entwickelt 
sich Mucor stolonifer unter entsprechenden Azidititsbedingungen | 
CaCO,-Zusatz ganz gut. Daraus ergibt sich, daB der Pilz iiberhavpt 
die Saure leicht verwerten kann, und, wenn das in unseren Versuchs 
kulturen nicht der Fall war, so muB dafiir wahrscheinlich der Stickstoff 
mangel verantwortlich sein, der besonders zum SchluB der Versuch 
zur Geltung kam 


Versuche mit Brenztraubensiure. 
Bei diesen Versuchen wurde das Verhalten von Mucor stolonifer 2 
Brenztraubensiure und seine Fahigkeit, die Fumarsiure auf diese: 
Kohlenstoffquelle zu bilden, gepriift. 


Ve rsuch 6. Verhalte n des Pilzes zu Bre n2traube nsaure. 


Bei diesem Versuch wurde die Nahrlésung nach Gottschalk zusammen- 
gestellt. Man bereitete zwei Lésungen, und zwar: 


Dk << kw sc & = eae 
Léosung A: . — are ee 

| Meso, ee ee ee 
Léosung B: [Re ww we cw cae 2 OB 


Nachdem «ie Lésungen durch Erhitzen im <Autoklaven. sterilisiert 
worden waren, wurden je 60 cem der Lésung A und je 65 cem der Lésung B 
fiir jede Kultur steril entnommen und zusammengemischt. Diesen Lésungen 
setzte man darauf verschiedene Mengen von frisch dargestellter Brenz 
traubenséure, und zwar von | bis 10°,, und je 10 g CaCO, zu. Nach lang 
dauerndem Schiitteln des Gemisches, um mdéglichst vollstandige Neutrali- 
sierung der Séure zu erreichen, wurden die Nahrlésungen mit Mucor 
stolonifer geumptt und im Thermostaten stehengelassen. 


In keiner der Kulturen lieB sich irgendwelche bemerkbare Ent 
wicklung des Pilzes auch nach 3 bis 4 Wochen beobachten. In det 
vierten Woche wurden je 3g Invertzucker allen Kulturen steril zu 
gesetzt; sofort darauf begann eine Entwicklung und nach einiger 
Zeit bildeten sich iiberall gute Pilzdecken. 


Daraus ergibt sich, da die Brenztraubensaure in Gestalt von 
Ca-Salz sogar in 10° .iger Lésung fiir den Pilz ganz unschiadlich ist 


und, wenn keine Entwicklung auf Ca-Salz dieser Saiure stattfindet, s: 
muB das dadurch bedingt werden, daB der Pilz die Saure als Kohlen 
stoffquelle, mindestens unter den gegebenen Versuchsbedingungen 


nicht verwerten kann 
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Versuch 7. 


Dieser Versuch unterschied sich vom vorigen nur dadurch, da 
N H,).8O, durch Ammoniak ersetzt wurde, und fiel ebenso ganz negativ aus. 


such 8. Umwandlung der Brenztraubensdure in Gegenwart von t a-Carbonat 


In diesem Versuche wurden sechs Kulturen mit Brenztraubensiure 


losung genau nach Gottschall autgestellt. Der Salzlésung jeder Kultur 
125 cem 60 cem A-Lésung 65ceem B-Lésung. vel. den Versuch 6) 


wurden je 3cem frisch umdestillierter Brenztraubensaiure und je 10 ¢ 
CaCO, zugesetzt, und darauf wurden alle Kulturlésungen mit Wucor 
stolonifer geimpft. 

Wahrend 6 Monate nach der Impfung lieB sich wie in dem vorigen 
Versuche keine bemerkbare Entwicklung des Pilzes nachweisen. Als die 
Nahrlésungen von zwei Kulturen nach 6 Monaten mit Invertzucker (je 3 g) 
versetzt worden waren, begann der Pilz sich in diesen Kulturen zu ent 
wickeln und bildete schon nach 2 Wochen gute Decken. Nach Verlaut 
eimes Monats nach dem Zuckerzusatz wurden die Kulturen der Analyse 
unterworfen, deren Ergebnisse in der Tabelle VI zusammengestellt werden. 


Tabelle V1. 





2 Kulturen mit Brenz- 

4 Kulturen mit Brenz- traubensaure, die nach 
traubensaure 6 Monaten mit Inverts 
zucker versetzt wurden 


Dauer der Kulturen ie nie 7 Monate 
Gesamtgewicht der Pilzdecken in g . 0.070 0.755 
Durch Fallung mit Alkohol ausge- 

schiedene Ca-Salze ing .. ae 8.839 5.952 
Ba-Gehalt der kristallinisechen Ba-Salze ‘ 

Ss er aris oie ae oar 35.47 40.99 


Bei der Analyse der Kulturfliissigkeit lieB sich keine unveranderte 
Brenztraubensaure nachweisen. Zum SchluB des Versuches verwandelte 
sie sich vollstandig in die Sauren, die in Gestalt von Ca-Salzen durch 
Fallung dieser mit Alkohol aus den Kulturfliissigkeiten isoliert wurden 
Die Sauren wurden nicht naher untersucht und identifiziert. In ihren 
in kristallinischem Zustande dargestellten Ba-Salzen wurde nur der 
Ba-Gehalt ermittelt. Die Sauren haben offenbar gar keine Beziehung 
zur Lebenstiitigkeit des Pilzes und bilden die Produkte der Umwand- 
lungen von Brenztraubensadure, die bei Gegenwart von CaCQ, ohne 
jede Mitwirkung des Pilzes an und fiir sich vonstatten gehen 

Bekanntlich wird die Brenztraubenséure bei lang dauerndem <Aut- 


bewahren einer Umwandlung auch ohne CaCO, ausgesetzt, wobei sich, nach 
Wolff, eine zweibasische Saéure von der Zusammensetzung C,H,O, (mit 


1 Wolff, Ann. d. Chem. u. Pharm. 305, 156, 1899. 
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Schmelzpunkt gegen 116 bis 117°) bildet. Eine solche Umwandlun 
Brenztraubenséiure konnten auch wir beobachten, wenn diese im La 
torium in einem offenen GefaB monatelang aufbewahrt wurde. Die si 
artige Fliissigkeit verwandelte sich dabei in eine kristallinische M 
Die aus dieser isolierte kristallinische Saéure schmolz bei 107 bis LO8®. 
ihr Ca-Salz enthielt 19,17°, Ca, was dem Ca-Gehalt des Ca-Salzes de; 
von Wolff beschriebenen Saure (19,41°4) entspricht. 


Versuch 9. Einwirkung der Pilzdecken auf Brenztraubensdure. 


Die Pilzdecken wurden auf derselben Nahrlésung wie in dem Versuche 3 
aufgezogen, wobei je 125 cem der Lésung fiir jede Kultur gebraucht wurden 
Nach Entwicklung der Pilzdecken wurden die Kulturfliissigkeiten nacl 
dem tiblichen Verfahren durch die Brenztraubensiure enthaltenden Saly 
lésungen ersetzt, die ebenso wie im Versuche 6 zusammengestellt worde: 
waren, und zu jeder Kultur wurden auBerdem noch je 10 ¢g CaCO, hinzu 
getugt. 


Zur quantitativen Bestimmung der unveraindert gebliebenen Brenz 
traubensiure wandten wir ein Verfahren an, das auf Fallung der Saure jy 
Gestalt von schwerléslichem Hydrazon beruht!. Dieses Verfahren scheint 
uns genauer und bequemer zu sein als das Destillationsverfahren, das von 
Gottschalk und Ehrlich angewandt wurde. 


Das von uns gebrauchte Verfahren bestand darin, daB eine wiisserige 
Lésung von salzsaurem Phenylhydrazin der Fliissigkeit zugesetzt wurde, 
in der man die Brenztraubensiure zu bestimmen hatte. Wenn diese iy 
der Fliissigkeit vorkam, so fiel ihr schwerlésliches Phenylhydrazon als 
kristallinischer Niederschlag aus. Nachdem die mit Schnee oder Eis ab 
gekiihlte Fliissigkeit einige Zeit stehengelassen worden war, wurde de1 
Niederschlag abfiltriert, getrocknet und gewogen. Nach Umbkristallisieren 
aus heiBem Alkohol wurde der Niederschlag durch Schmelzpunkts 
bestimmung identifiziert. 


Mit abgewogener Menge von Brenztraubensaure gepriift, zeigte sic! 
das Verfahren fiir unsere Zwecke ganz brauchbar. Aus einer Lésung, dir 
15g Brenztraubensiure enthielt, wurden 1,43 g derselben als Pheny! 
hydrazon niedergeschlagen. 


Nachdem die wunverindert gebliebene Brenztraubenséiure aus der 
Versuchsfliissigkeit mit Phenylhydrazin niedergeschlagen und der Nieder 
schlag abfiltriert worden war, wurde das mit NaOH neutralisierte Filtrat 
wiederholt mit Ather vorbehandelt und dadurch darin gebliebenes iibe: 
schiissiges Phenylhydrazin entfernt. Darauf wurde die Fliissigkeit mit 
H,SO, angesiuert und wieder mehrmals mit Ather extrahiert. Nach Ab 
dampfen des Athers aus den Atherextrakten erhielt man kristallinisch: 
Riickstande, in denen Sauren vorhanden waren, aber keine Fumarséur 
nachgewiesen werden konnte. Die aus den Atherextrakten gewonnenen 
Riickstande wurden in Wasser aufgelést und zur Bestimmung ihres Saure 
gehalts mit n/10 Ba(OH),-Lésung titriert. Nachdem die Lésungen durch Ab 
dampfen auf dem Wasserbad eingeengt worden waren, schieden sich kristalli 


1 KE. Fischer und Jourdan. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 16, 2241, 1883. 
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he Ba-Salze aus. Der Ba-Gehalt der Salze wird in der Tabelle VII an- 
ben, wo die Ergebnisse der Analysen zusammengestellt werden. 
Neben den Versuchen mit lebenden Pilzdecken wurden auch Kontroll- 
suche mit durch Erhitzen abgetéteten Decken wie auch ohne diese 
angestellt. AuBerdem wurde auch der Fumarséuregehalt der urspriing- 
lichen Pilzdecken ermittelt, die ebenso wie die Versuchsdecken aufgezogen 
| behandelt worden waren. Auf eine Decke bezogen, die 1,695 ¢ wog, 
«trug die Menge der Fumarséure 0,035 g. 


Die Umwandlung der Brenztraubensaéure unter Bildung derselben 

Produkte lieB sich nicht nur mit den Pilzdecken, sondern auch ohne 
‘ diese nachweisen. Mit den Pilzdecken besonders mit denjenigen. 

die nicht abgetétet worden waren konnte man blob eine gewisse 

Beschleunigung des Vorganges feststellen. Wie sich aus dem Ba-Gehalt 
h der analysierten Ba-Salze ergibt, scheint dieselbe Saure sich in allen 
- Fallen zu bilden. Es ist ganz klar, dab die beobachtete Umwandlung 

der Brenztraubensiure in keinem Zusammenhang mit der Lebens- 
; titigkeit des Pilzes steht und daB diese Umwandlung, die auch ohne 
; ede Beteiligung der Pilzdecke vor sich geht, bei Gegenwart dieser 
nur etwas katalytisch beschleunigt wird. 

Die aus dem Ba-Salz wiedergewonnene freie Saure wurde aus Ather- 
ésung umkristallisiert. Sie war leicht léslich in Wasser, zeigte eine schwache 
teduktion ammoniakalischer Silberlésung und Fehlingscher Lésung beim 
Kochen und reduzierte alkalische Permanganatlésung in der Kilte. Mit 
FeCl, gab sie anfangs eine gelbliche Farbung und darauf (bei weiterem 
Zusatz von FeCl,) einen hellbraunen Niederschlag. 

Nach dem Ba-Gehalt des Ba-Salzes und nach dem Titrieren der Saure 
0,0420 g brauchten 2,62 ccm n/i0 NaOH) laBt sich das Molekulargewicht 
fiir zweiwertige Saéure als 318 und fiir einwertige als 159 annehmen. Nach 
Rasts Verfahren durch Schmelzen mit Campher bestimmt, zeigte sich 
das Molekulargewicht gleich 155,3. 

0,0266 g¢ Substanz wurden mit 0,0682 g Campher zusammengeschmolzen. 
Der Schmelzpunkt des Camphers war gleich 175° und der des Gemenges 
159 bis 160°. 

Die betreffende Saure scheint also einwertig zu sein und das Molekular- 
vewicht gegen 155 zu haben. 

Die Elementaranalyse der Siure gab folgende Resultate: 

1. C = 54,88% und H = 4,54°%,; 
2. C = 55,07% und H = 4,57%. 

Durchschnittswerte aus zwei Analysen: 

C = 54,97°% und H = 4,55°%). 

Diesen Zahlen entspricht eine Zusammensetzung, die beinahe durch 
die Formel C;H,O, mit dem Molekulargewicht von 154 ausgedriickt werden 
kann. 

Dieselbe Umwandlung von Brenztraubensiure unter Bildung 
derselben Produkte lieB sich auch bei dem weiter folgenden Versuch 
feststellen. 


Biochemische Zeitschrift Band 206 0 
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Versuch 10. Einwirkung der Pilzdecken auf Invertzucker 
und Brenztraubensdure. 


Zu diesem Versuche wurden 12 Pilzdecken verbraucht, von denen 
jede auf je 125 cem itiblicher Nahrlésung aufgezogen worden war. 

In zwei Decken wurde der Gehalt an Fumarséure unmittelbar be- 
stimmt. Sie wogen 1,990 und 1,755 g und enthielten entsprechend 0,0377 
und 0,0314 ¢ Fumarsaure. 

Acht Decken wandte man zur Priifung ihrer Einwirkung auf Zucker 
und Brenztraubenséiure an, wobei jeder Decke je 125 ccm iiblicher Salz- 
lisung (ohne N) zugesetzt worden waren, die je 5g Invertzucker bzw. je 
4cem Brenztraubenséure enthielten. 

Zu zwei Decken fiigte man je 125cem 1°%,ige NaCl-Lésung hinzu. 

Alle Lésungen mit den Decken wurden im Thermostaten bei etwa 30° 
stehen gelassen und nach gewissen Zeitriumen, die in der Tabelle VIII 
angegeben werden, der Analyse unterzogen. 

In dem Versuch mit Zucker wurde dieser schon nach | Woche 
fast vollstandig verbraucht, und die dabei angehaufte Fumarsaure wurde 
im Laufe weiterer 3 Wochen gréBtenteils wieder verzehrt. 

Die Umwandlung der Brenztraubensaure ging ziemlich langsam 
vor sich, und nach 4 Wochen blieb eine bedeutende Menge von dieser 
noch unverandert zuriick. Dabei bildete sich, wie aus dem Ba-Gehalt 
des ausgeschiedenen Ba-Salzes hervorgeht, dieselbe Saure, die auch 
im vorigen Versuch nachgewiesen worden war. 


Gottschalks Angaben hinsichtlich der Fahigkeit von Mucor stolonsfer, 
Fumarsdure aus Brenztraubenséure zu bilden, finden also keine Be- 
statigung in den Ergebnissen unserer oben angefiihrten Versuche. 
Diese stimmen mit Fhrlichs Angaben iiberein, aus denen auch hervor- 
geht, daB keine nachweisbare Anhiufung von Fumarsaéure unter den 
Bedingungen stattfindet, die Gottschalk bei seinen Versuchen hatte. 

Auf Grund der bei unseren Versuchen erhaltenen Ergebnisse ist 
anzunehmen, daB die Pilzdecken bei ihrer Einwirkung auf Brenztrauben- 
siurelésung mit CaCO, nur in einem gewissen Grade die Umwandlung 
beschleunigen, die in dieser Lésung auch ohne Beteiligung des Pilzes 
an und fiir sich verlauft, wobei sich Produkte bilden, die mit Fumar- 
siure nichts gemein haben. 


Zusammenfassung. 


In den Zuckerkulturen von Mucor stolonifer bei verhaltnismaBigem 
Stickstoffmangel und bei Gegenwart von Ca-Carbonat hauft sich die 
Fumarsaure in betrachtlicher Menge an, und unter diesen Bedingungen 
kann ihre Ausbeute in bezug auf Gesamtmenge von verbrauchtem 
Zucker 30 bis 40°, erreichen. 

Zieht man die Zuckermengen in Betracht, die zur Bildung von 
Pilzdecken und Alkohol verbraucht werden muBten, so ist die Ausbeute 


30* 
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an Fumarsaure hinsichtlich des zu ihrer Bildung verbrauchten Zu 
auf mehr als 50°, zu schatzen 


In den Zuckerkulturen ohne Ca-Carbonat kann die Anhaufung je 


Fumarsaure nur in viel geringerem Mabe zustande kommen, und 


maximaler Gehalt in der Kulturfliissigkeit scheint dabei nicht mel 
als 0.5°., erreichen zu kénnen. Die weitere Anhaufung der Saure wird 


durch Aziditat beschrankt, die nur bis zu einem gewissen Grade steiye 
kann 


Durch gesteigerte Aziditét wird in den Pilzkulturen auch de) 


Zuckerverbrauch verzégert, dessen Geschwindigkeit mit Zusatz 
Ca-Carbonat betrachtlich erhéht wird. 


Derselbe EinfluB von Ca-Carbonat lieB sich auch bei Einwirkuny 


der vorher aufgezogenen Pilzdecken auf Zuckerlésungen feststelle: 
Hier wurde eine starke Anhaufung von Fumarsiure auch nur bei Gege: 
wart von Ca-Carbonat beobachtet 

In den Zuckerkulturen mit Ca-Carbonat wurde neben Fumarsiiur 
auch eine bedeutende Menge von Bernsteinséiure nachgewiesen, dere: 
Gehalt im ausgeschiedenen Saurengemenge beinahe 10°, betrug 

Auf Fumarsaure als alleinige Kohlenstoffquelle mit Ammoniak 
zeigte der Pilz unter entsprechenden Aziditatsbedingungen eine gut: 
Entwicklung. 

Daraus ergibt sich, daB die sich in den Zuckerkulturen bilden« 
Fumarséure durch den Pilz weiter verwertet werden kann, und da 
sie, in Ubereinstimmung mit Zhrlichs Anschauung, als eine Zwischenst uf 
bei der Umwandlung des Zuckers durch den Pilz betrachtet werden mul 

Die Ergebnisse unserer Versuche mit Brenztraubensaure stimme: 
im allgemeinen mit denen von Ehrlich und Bender iiberein. Unter 
den Bedingungen, die Gottschalk bei seinen Versuchen hatte, zeigte sich 
Mucor stolonijfer ganz unfahig, die Brenztraubensiure zu verwerten 

Bei Gegenwart von Ca-Carbonat wurde die Brenztraubensaur 
derselben Umwandlung sowohl mit den Pilzdecken als auch ohne dies 
ausgesetzt. Diese Umwandlung steht also mit der Lebenstatigkeit 
des Pilzes in keinerlei Zusammenhang, und die dabei entstehende ein 
basische Saure, deren Zusammensetzung durch die Formel C,H, , 
ausgedriickt werden kann, hat mit Fumarsaure nichts gemein 
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(ber den Milchsaurestoffwechsel des Zentralnervensystems, Ii’. 
Von 
Hans Jungmann. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 24. Dezember 1928.) 


In einer ersten Mitteilung (1) wurden meine Versuche tiber Milch 
siurebildung im iiberlebenden Zentralnerven des Frosches unter 
wechselnden Bedingungen dargelegt und als Resultat ein verhaltnis- 
maBig groBer Milchsiuregehalt auch am intakten und reflexfahigen 
Priparat festgestellt. Dab dieser Gehalt bei Zusatz von Trauben- 
zucker zur AuBenfliissigkeit sich betrachtlich erhéhen wiirde, war 
nach einer Reihe friherer Arbeiten anzunehmen. Loebel (2) sowohl 
als Meyerhof (3) hatten ein auBerordentlich starkes Anwachsen der 
glykolytischen Fahigkeiten von Riickenmarkschnitten bei Trauben 
zuckerzusatz beobachtet und ‘J'akasaka ‘4) aus dem Gehirnbrei des 
Menschen ein glykolytisches Ferment gewonnen, dessen Eigenschaften 
er an einer Reihe von Versuchen zu umgrenzen sich bemiihte. Winter 
stein und Hirschberg (5) hatten auf der anderen Seite das Verschwinden 
von Traubenzucker aus der das Froschriickenmark enthaltenden Lésung 
und Anderungen dieses Verlustes in Zusammenhang mit dem wechselnden 
Zustande des Organs festgestellt. Am Warmbliitergehirn hatten Holmes 
und Holmes (6) sich sogar auf eine véllige Abhangigkeit der vorhandenen 
Milchsauremenge vom Zuckergehalt der umspiilenden Blutfliissigkeit 
festgelegt. Weiterhin war es Winterstein und Hirschberg (7) nicht 
gelungen, ohne Insulinzusatz eine Beziehung zwischen Glykogengehalt 
und Glykogenverbrauch einerseits und dem verschwundenen Trauben 
zucker andererseits herzustellen. Es galt daher in dieser Arbeit, der 
Frage nachzugehen, inwieweit die anscheinend vom Zentralnerven- 
system verbrauchte Zuckermenge tiberhaupt bei intaktem Zustande 
des Organs in Milchsaure iibergefiihrt wird, und wie sich weiterhin die 
im Traubenzuckergehalt bei verschiedenen Bedingungen gefundenen 
Anderungen zu etwaigen Milchsaureanderungen verhielten 

Die benutzte Methodik ist genau in meiner ersten Mitteilung be- 
schrieben. Zu erwihnen ware nur, dab die Versuche im Laufe des 


! Die Arbeit wurde mit Hilfe der Notgemeinschaft der deutschen 
Wissenschaft ausgefiihrt. 
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Sommers (Juli, August, September) ausgefiihrt wurden, und da{i 
dieser Zeit neben einer erheblich geringeren Erhaltung der Ref]: 
erregbarkeit, wie sie schon friiher beschrieben wurde, gleichzeitig «in 
starkes Sinken des Milchsdiuregehalts des Froschriickenmarks auftra: 
so da eine ganze Reihe von Versuchen infolge Unmdglichkeit der 
Milchsaurebestimmung unberiicksichtigt bleiben muBte. In fast cer 
Halfte der Versuche wurde daher an Stelle von zwei mit vier ent 
sprechend verteilten Froschriickenmarken gearbeitet, und durch divse 
Anordnung sind auch die relativ hohen Substanzmengen der meisten 
Versuche erklart. 


In den ersten Versuchen wurde so vorgegangen, daB der eine Teil 
der untersuchten Riickenmarke in gewéhnlicher, 0,6°,iger Kochsalz 
lésung, der andere in derselben Lésung + 0,1 °, Traubenzucker ge 
halten wurde. 





Tabelle 1. 
Versuche in Sauerstoff (4 Stunden). 
Mit Zuckerzusatz Ohne Zuckerzusatz Mit Zuckerzusatz Obne Zuckerzusatz 
1. 4. 

99 mg 102 mg 105 mg 92 mg 
A.* 0,077 A. 0,040 A. 0,078 A. 0,024 
1.* 0,084 I. 0,072 , I. 0,090 I. 0,084 

0,161 0,112 0,168 0,108 
0,162 %, 0.110 %, 0,160 %, 0.117 °, 
2. 5. Steril. 
100 mg 100 mg 151 mg 161 mg 
A. 0,065 A. 0,032 A. 0,104 A. 0,061 
I. 0,060 I. 0,084 I. 0,125 I. 0,116 
0,125 0,116 0,229 0,177 
0,125 %, 0,116 %, 0,152 &, 0,110 °,, 
3. 

94 mg 102 mg 
A. 0,061 A. 0,019 

I. 0,094 I. 0,098 

0,155 0,117 
0,165 %, 0.114% 





* A. Milchsduregehalt der AuBenfliissigkeit. 1. Milchsauregehalt des Riickenmarks selbst 


Es zeigt sich, wie aus Tabelle I hervorgeht, die auffallende Tat 
sache, daB die beobachtete Milchsiurevermehrung sich nicht etwa 
gleichmaBig auf Innen- und AuBengehalt verteilt, sondern entgegen 
den friiher mitgeteilten Versuchen ohne Traubenzuckerzusatz ein 
verhaltnismaBig viel gréBerer Anteil des Milchsiuregehalts auf die 
AuBenflissigkeit entfallt. Der Innengehalt war in einigen Versuchen 





wul 





«gar kleiner in der Lésung mit als in der Lésung ohne Traubenzucker- 


- yusatz. Ich méchte nicht verfehlen, hierbei auf die von Wénterstein 
7 unl Hirschberg (5) festgestellte Tatsache hinzuweisen, daB die Pia 
dem Eindringen des Traubenzuckers in das Riickenmark betrachtlichen 
ler Widerstand entgegensetzt und der Traubenzuckerverbrauch des 
ler Riickenmarks bei erhaltener Pia wesentlich geringer ist als bei ab- 
t gezogener. Von dieser Operation wurde in meinen Versuchen zur 
= Vermeidung der dadurch bedingten Schidigung des Priparats ab- 
on gesehen. Es besteht daher die Méglichkeit, daB das Vorhandensein 
der Pia zwar dem Durchtritt des Traubenzuckers von auBen nach 
innen groBen Widerstand entgegensetzte, das Durchtreten eines glyko- 
‘il lvtischen Ferments von innen nach auBen zur zuckerhaltigen Fliissig- 
z keit aber gestattete. 
4 Um die Mdéglichkeit bakterieller Verunreinigung auszuschalten, 


wurde eine Reihe von Versuchen angestellt. 

1. Traubenzuckerlésung ohne Riickenmark 4 Stunden lang mit 
Sauerstoff im gleichen Apparat wie bei den Vollversuchen durchstrémt 
ind dann nach Fallung mit Kupferkalk auf Milchsiure untersucht 


Milchsdéurestoffwechsel. I1. 


Es wurde 


Ein Vorhandensein von Milchséure war nie nachzuweisen 


2. Es wurden einige Versuche mit sterilisierter Kochsaizlésung. 
Instrumentarium zur 
Auch in diesen 
stets die vorher beschriebene Milchsiurevermehrung gefunden (siehe 


in sterilen 


Tabelle I). 


Bei Versuchen in Stickstoff wurde die gleiche Milchsturevermehrung 
beobachtet, nur daB sie hier noch betrachtlich héhere Grade annahm 


GefaBen, 
markspraparation vorgenommen. 


mit sterilem 


und meist nicht auf die AuBenfliissigkeit beschrankt blieb. 


Tabelle II. 


Versuche in Stickstoff (4 Stunden). 


Riicken- 
Versuchen 


wurde 
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Mit Traubenzucker 


89 mg 


A. 0,101 
I. 0,158 


0,259 
0,291 ' 


63 mg 
A. 0,106 
I. 0,131 


0,237 
0376 %, 


Ohne Traubenzucker 


84 mg 


A. 0,033 


L 0,124 


0,157 
0,187 %, 


70 mg 


A. 0,081 


L. 0,113 
0,144 


9150 
0.215%, 





Mit Traubenzucker 


77 mg 


A. 0,106 A. 
I. 0,150 1. 


0.256 
0.331% 


78 mg 


A. 0,104 A. 
I. 0,135 L. 


0,239 
0,307 %, 


Obne Traubenzucker 


82 mg 


0,023 
0,131 


0,154 


0,188 %, 


85 mg 


0,082 
0,150 
0,182 
0.214° 


°o 
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Um dem 
zusatz unter variierten Bedingungen nachgehen zu kénnen, w 
zunachst untersucht, ob die beobachtete Milchsiurevermehrung wnte 
gleichen Riickenmark zu _ Vergleichs 
bestimmungen verwertbare Resultate ergab. Tabelle III zeigt, dag 
dies sowohl in Sauerstoff wie in Stickstoff der Fall ist. 


Problem der Milchsiurebildung bei Traubenzu 


le S 


Bedingungen an demselben 


Tabelle 111. 


Beide Portionen mit Traubenzucker. 





a) 4Std. in Sauerstoff. 





1 2 
109 mg 110 mg 124 mg 124 mg 
A. 0.063 A. 0,061 A. 0,073 \. 0.073 
I. 0.081 I. 0.090 I. 0,094 L. 0,094 
0,144 0,151 0,167 0,167 
0,132 % 0,137 %, 0.134 ©, 0.134 
b) 4Std. in Steckstoff S aw 
93 mg 90 mg 73 mg 76 mg 
A. 0,141 A. 0,141 A. 0101 A. 0,098 
I. 0,128 I. 0,124 1. 0,090 I. 0,098 
0,269 0,265 0,191 0,196 _ 
0,289 °, 0.294 °. 0.262 « 0.25 


Einflu® der Reizung. 


Nach dieser Feststellung konnte ich daran gehen, den Einflul 
elektrischer Reizung auf das in Traubenzuckerlésung gehaltene Riicke: 
mark zu studieren. Wie in meiner ersten Arbeit ausgefiihrt, war au! 
Reizung ohne Zuckerzusatz eine ausgesprochene Abnahme des Milch 
Auffallenderweise lieB sich dieser Befund 
bei den Versuchen mit Zuckerzusatz nicht reproduzieren. Es trat in 
Gegenteil auf der gereizten Seite eine, wenn auch geringgradige uni 


siuregehalts eingetreten. 





oft in die Fehlergrenze fallende Vermehrung der Milchsiuremenge in dir 
der AuBenfliissigkeit auf. ko 
Tabelle iV. de 
Reizung + Traubenzucker in Sauerstoff (4 Stunden). mi 
Gereizt Ungereizt Gereizt Ungereizt 
h 
: 2 : 
78 mg 88 mg 89 mg 86 mg pa 
A. 0,068 A. 0,071 A. 0,078 A. 0,053 - 
I. 0,080 I. 0,084 I. 0,052 1. 0,056 hi 
0,148 0,155 0,130 0,109 at 
0,189 °%, 0.176 %, 0.146 %, 0,127 %, cle 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 





Gereizt Ungereizt Gereizt Ungereizt 
3. 5 
86 mg 99 mg 195 mg 199 mg 
A. 0,076 A. 0,059 A. 0,110 A. 0,098 
I. 0,056 I. 0,064 I. 0,113 I. 0,116 
0,132 0,123 0,223 0,214 
0,158 ©, 0,125 %, 0.114%, 0,108 ©, 
4 
185 mg 183 mg 
A. 0,116 A. 0,125 
I. 0,113 I. 0,098 
(0,229 0,223 
0.124 °, 0,123 %, 





Reizung in Stickstoff fiihrte, wie schon bei den Versuchen ohne 
Zuckerzusatz, zu keinerlei Anderungen des Milchsiuregehalts 


Tabelle V. 


Reizung Zuckerzusatz in Stickstoff (4 Stunden). 





Gereizt Ungereiat Gereizt Uagereizt 
l 2. 

74 mg 76 mg 121 mg 103 mg 

A. 0,110 A. 0,131 A. 0,150 4. 0.149 

I. 0,120 I. 0,107 I. 0,144 I. 0112 

0,230 0,238 0,294 (),252 

0.311 %, 0.313% 0.248 %, 0.245 





Einflu8 von Insulin. 


_ 


Bevor ich zur Untersuchung des Einflusses, den Insulinzusatz auf 
die Traubenzuckerglykolyse des Riickenmarks bewirkt, schreiten 
konnte, war es nétig, die durch Insulin eventuell bedingte Veranderung 
der Milchsaurebildung des in reiner Kochsalzlésung gehaltenen Riicken- 
marks zu untersuchen. 


Fiir das iiberlebende Riickenmark hatten Winterstein und Hirsch 
herg (7) bei hohen Insulingaben ein vollstandiges Verschwinden des 
Glykogens, bei kleinem eine Verminderung des Glykogenabbaus fest- 
gestellt, die bei Zuckerzusatz sogar einem iiber den Anfangsgehalt 
hinausgehenden Glykogenaufbau Platz machte. Alle diese Versuche 
wurden in Sauerstoff vorgenommen. Beobachtungen iiber den Einflub 
des Insulins auf die Kohlehydrate des Zentralnervensystems in Stick 
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stoff fehlen. Eine derartige Untersuchung liegt auch fiir andere Org.ne 
bisher nur fiir die Leber von Grafe (8) vor. der in Hungerlebern be; 
Zucker- und Insulinzusatz auch unter anaeroben Verhaltnissen Glykogen 
ansatz fand. Die bisherigen Untersuchungen iiber Beeinflussung de; 
Glykolyse durch Insulin haben, gleichviel, ob sie nun von der Seite ces 
zugesetzten Kohlehydrats oder von der Seite der gebildeten Milchsi vr 
ausgingen, in der tiber groBen Mehrzahl der Fille zu einem absolut 
negativen Ergebnis gefiihrt. Nur von einigen Autoren wird eine Beejn 
flussung der Glykolyse durch Insulin angegeben. Doch sind dics 
Angaben, die eine Veranderung teilweise im férdernden, teilweise im 
hemmenden Sinne aufweisen, eben infolge ihres Widerspruchs schlech: 
zu verwerten. Bei meinen Untersuchungen konnte ich irgendwelche: 
EinfluB der verwandten Insulinwirkung selber auf die Veratrolreaktion 
an sich nicht feststellen. Versuche mit inaktiviertem Insulin wurde: 
nicht vorgenommen. Nach den Erfahrungen von Winterstein mubte 
falls es tiberhaupt zu einer Insulinwirkung kommen sollte, diese Wirkung 
je nach der Menge des zugesetzten Insulins verschieden sein. Im ge 
wissen Sinne war dies auch bei unseren Versuchen der Fall. 


Wie Tabelle VI zeigt, findet sich auf Zusatz sehr kleiner Insulin 
gaben eine Verminderung der Milchsaurebildung, wahrend diese bei 
gréBeren Insulingaben in fast allen Versuchen fehlt. Da in den Winter 
steinschen Versuchen Reizung und Insulin zusammen eine wesentlich 
erhéhte Einschriankung des Glykogenabbaus ergeben hatten als jeder 
der beteiligten Faktoren allein, wurde die Milchsdurebildung unter 
diesen kombinierten Bedingungen untersucht. Doch lieB sich, wie 


Tabelle VI. 


Insulinversuche ohne Traubenzucker in Sauerstoff (4 Stunden). 





Mit Insulin Ohne Insulin | Mit Insulin Ohne Insulin 


a) 0,2 Einheiten Insulin Kahlbaum. 





1. 3. 
125 mg 108 mg 87 mg 82 mg 
A. 0,065 A. 0,089 A. 0,016 A. 0,018 
I. 0,109 I. 0,120 I. 0,051 I. 0,063 
0,174 0,209 0,067 0,081 
0.139 %, 0,193 °% 0077 % 0,099 &, 
2. 4. 
107 mg 107 mg 97 mg 111 mg 
A. 0,063 A. 0,061 A. 0,021 A. 0,049 
I. 0,113 I. 0.141 I. 0,054 I. 0,079 
0,176 0,202 0,075 0,128 
0,164 %, 0,189 °,, 0.077 % 0,115 °, 





Tabe 
stell 


Le 1Z 


bes! 


klei 
wal 


Dos 
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Tabelle VI (Fortsetzung). 
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Mit Insulin 


Ohne Insulin 


b) 2 bis 3 Finheiten Insulin Kahlbaum 


Mit Insulin 


Obne Insulin 


1. 
90 mg 95 mg 86 mg 82 mg 
A. 0,013 A. 0,009 A. 0,021 A. 0,014 
I. 0,071 I. 0,081 I. 0,051 I. 0,071 
0.084 0,099 0.072 0,085 
0,098 ©, 0,095 ©. 0.083 ©, 0,108 °. 
2 
83 mg 89 mg 
A. 0,009 A. 0,013 
I. 0,071 I. 0,083 
0.080 0,096 
0,096 &, 0.108 ©, 








labelle VIL zeigt, ein EinfluB derselben in dieser Richtung nicht fest- 
stellen, vielmehr fehlte sogar die sonst durch Insulin wie auch durch 
eizung allein bewirkte Verminderung der Milchsaurebildung 


Insulin (0,2 Einheiten) Reizung. 


Tabelle VII. 





Mit Insulin Obne Insulin u. Reizung 


77 mg 88 mg 
A. 0,025 A. 0,031 
I. 0.083 I. 0,096 
0,108 0,127 
0.140%, 0,144 % 
Das bemerkenswerteste Ergebnis meiner Insulinuntersuchung 


bestand darin, daB diese Vermind rung der Milchsiurebildung durch 
kleine Insulindosen (0,2 Einheiten) auch in Stickstoff zu beobiachten 
war und hier haufig deutlicher als in Sauerstoff zutage trat. GréBere 
Dosen (2 Einheiten) hatten auch hier keinen vermindernden Einflub. 


Tabelle VIII. Insulin/Stickstoff (4 Stunden). 





Mit Insulin Ohne Insulin Mit Insulin Ohne Insulin 


a) 0.2 Einheiten Insulin. 





l 2 
89 mg 75 mg 125 mg 122 mg 
A. 0,016 A. 0,013 A. 0,120 A. 0,118 
I. 0,098 I. 0,120 I. 0,120 1. 0,161 
0,114 0,133 0,249 ),279 
0,127 % 0.177 % 0.192 ©, 0,228 %, 
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Tabelle VIII (Fortsetzung). 








Mit Insulin Ohne Insulin Mit Insulin Ohne Ins 
b) 2 Einheiten Insulin 
l 

105 mg 112 mg 80 mg 77 mg 
A. 0,018 A. 0,016 A. 0.096 A. 0.088 
1. 0.133 I. 0.146 I. 0.087 L 0.0% 
0.151 0,162 0,183 0.184 
0.145%, 0.145 ° 0,228 © 0.240 





Kine Erklarung dieser Tatsache mub aufgespart werden, bis zurzeit 
im Gange befindliche Untersuchungen tiber den Ursprung der Riich 


marksmilchsaure abgeschlossen sind S 


Einflu8 von Insulin und Traubenzucker. 


Bei der deutlich sichtbaren Insulinwirkung schien es uns waly 
scheinlich, daB bei Zusatz von Traubenzucker zum insulinierten Praparat 
betrichtliche Verinderung der starken Glykolyse festgestellt 
Doch hat sich diese Erwartung in keiner Weise bestatigt 


eine 
werden wiirde 


Tavelle 1X. 


Traubenzucker Insulin in Sauerstoff (4 Stunden). 





Mit Insulin 


Obne Insulio 


a) 0.4 Einheiten Insulin AKahlbaum. 





Mit Insulin 


Ohne Insulir 


l 
85 mg 95 mg 158 mg 164 mg 
A. 0,089 A. 0,101 A. 0,122 A. 0,150 
I. 0,090 I. 0,098 I. 0.105 I. 0,120 
0,179 0,199 0,227 0,270 
0.211%, 0.209 9, 0,148 °, 0.166 
2. 
79 mg 72 mg 93 mg 108 mg 
A. 0,073 A. 0,084 A. 0,081 A. 0,102 
I. 0,084 I. 0.090 I. 0,090 I. 0.098 
0,157 0,174 0,171 0,200 
0.199 °., 0.242 ©, 0,180 © 0.185 
3 
207 mg 201 mg : 
A. 0,119 A. 0,135 : 
I. 0,098 I. 0,105 
0,217 0,240 
0,104 %, 0.119 %, 
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Tabelle IX (Fortsetzung) 





Mit Insulin Ohne Insulin 


b) 2 Einheiten Insulin Kahlbaum 


l 
201 mg 203 mg 
A. 0,128 4. 0,114 
I. 0,075 1. 0,098 
0,203 0,212 
0.100 °% 0.104 ° 


Tabelle X. 


Insulin Zucker in Stickstoff (4 Stunden). 





Mit Insulin Ohne Insulin Mit Insulin Ohne Insulin 


a) 04 Einheiten Insulin AKahlbaum. 








I 8. 
Sl mg 83 mg 94 mg 8D mg 
4. 0,148 A. 0,131 A. 0,119 \. 0141 
I. 0,090 T. 0,148 I. 0,109 T. 0,096 
0,238 0,279 0,228 0,237 
0,294 %, | 0.336 &, 0.248 © 0.278 ° 
. ‘ 
114 mg 108 mg 
A. 0,135 A. 0,163 
I. 0,158 I. 0141 
0,293 0,304 
0.257 %, 0,282 °, 
Mit Insulin Ohne Insulin 


bh) 2 Kinheiten 


1 
125 mg 128 mg 
A. 0,165 A. 0,163 
I. 0,139 I. 0,184 
0,304 0,347 
0,248 °, 0.271° 


Ich konnte also auch hier in einigen Versuchen in Sauerstoff und 
in samtlichen Versuchen in Stickstoff einen einschrinkenden Einflub 
des Insulins auf die Milchsiuremenge feststellen. Doch ging dieser 
EinfluB, wie ersichtlich, keineswegs tiber den auch ohne Zuckerzusatz 
beobachteten hinaus. Eine Erklarung dieser Erscheinung durch die 








466 H. Jungmann : 


Annahme, da durch Insulin nur der Abbau kérpereigener K.«})) 
hydrate, nicht aber zugesetzten Traubenzuckers beeinfluBt wird. |ieg; 
nahe. Hinweisen méchte ich noch auf zwei Tatsachen. Die bei Insuliy 
zusatz beobachtete verschiedenartige Wirkung von groBen und kleinen 
Dosen fehlte im Stickstoff. Weiterhin hatte bei elektrischer Reizung 
in Sauerstoff Zusatz von Insulin und Traubenzucker ebensowenig wie 
Insulin oder Traubenzucker allein einen EinfluB auf die Milchsiure 
bildung. Dagegen war in Stickstoff, in dem die Reizung ja unwirksam 
ist, der vermindernde Einflu8 des Insulins wieder deutlich nachweisbar 


(Tabelle XTb). 
Tabelle XI. 


Reizung mit Insulin und Traubenzucker. 





Reizung mit Insulin Obne Insulin ungereizt Reizung mit Insulin Ohne Insulin ungere 7: 
a) 4Std. Sauerstoff: b) 4 Std. Stickstoff: 
202 mg 218 mg 115 mg 115mg 
A. 0,100 A. 0,124 A. 0,131 A. 0,163 
I. 0,120 I. 0,135 [. 0,180 I. 0,172 
0,220 0,259 0,311 0,335 
0,109 %, 0.114% 0,270 &, 0.291 ° 





Nachweis des glykolytischen Ferments in der AuBenfliissigkeit. 


Wie oben ausgefiihrt, betraf die verstarkte Milchsaurebildung 
auf Traubenzuckerzusatz in der Hauptsache die AuBenfliissigkeit, so 
daB an ein Durchtreten eines glykolytischen Ferments durch die Riicken- 
markshiillen und ihre Wirkung in der AuBenfliissigkeit gedacht werden 
konnte. Ich habe versucht, diese Annahme experimentell zu begriinden 
und zwar mit positivem Ergebnis. Es wurde hierbei folgendermafen 
verfahren. 


Zwei Froschriickenmarke wurden fiir 2 bis 3 Stunden in 3 cem 
sauerstoffdurchspiilter physiologischer Kochsalzlisung gehalten. Nach 
Ablauf dieser Zeit wurde dann in 1 ccm der AuBenfliissigkeit sofort 
die Milchsiure bestimmt; zu den iibrigen 2 ccm wurde 0,1 cem einer 
2°%,igen Zuckerlésung gegeben und nach zweistiindigem Stehen 
ebenfalls die Milchsiure bestimmt. Ferner wurde das Riickenmark 
dessen AuBSenfliissigkeit zu dem eben erwihnten Versuche diente, in 
fliissiger Luft zerstampft, mehrere Stunden mit 6 cem Wasser stehen 
gelassen und dieser Extrakt durch ein grobporiges Glasfilter filtriert 
Von dieser Fliissigkeit wurde dann die Halfte gleich, die andere nach 
zweistiindigem Stehen mit 0,1°, Traubenzucker auf Milchsauré 
untersucht. 
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Tabelle XII. 





AuBenflussigkeit Ruckenmark- 


(3 ccm) extrakt (6 ccm) 
mg mg 
Ohne Dextrose ...... 0,030 0,198 
Mit is coogtuditr den eat ks 0,139 0,358 
Zusammenfassung. 


1. Durch Zusatz von Traubenzucker zur umgebenden Fliissigkeit 
wird die Milchsaurebildung des tiberlebenden Riickenmarks in Sauerstoff 
wie in Stickstoff erheblich gesteigert. 

2. Diese Vermehrung findet sich in Sauerstoff nur in der AuBen- 
fliissigkeit, nicht im Innern des Riickenmarks. In Stickstoff findet sie 
sich sowohl in der AuBenfliissigkeit, wie im Innern des Riickenmarks. 

3. Bei direkter faradischer Reizung tritt bei Traubenzucker- 
zusatz nicht eine Verminderung wie in den Versuchen ohne Zucker, 
sondern eine leichte Vermehrung der gebildeten Milchsauremenge auf. 

4. Durch Zusatz von Insulin wird die Menge der im tiberlebenden 
tiickenmark gebildeten Milchséure sowohl in Sauerstoff wie in Stick- 
stoff vermindert. Diese Verringerung fehlt in Sauerstoff bei gleich- 
zeitiger Reizung, ist aber unter den gleichen Bedingungen in Stickstoff 
erhalten. 

5. Bei Traubenzucker-Insulinzusatz tritt ebenfalls eine Ver- 
ringerung der Milchsiure auf, aber in prozentual weit geringerem 
MaBe als ohne Zuckerzusatz. 

6. Es gelingt, das Austreten eines glykolytischen Ferments aus 
dem Riickenmark in die AuBenfliissigkeit nachzuweisen. 


Herrn Prof. Dr. Winterstein gestatte ich mir, fiir die Anregung zu 
dieser Arbeit und seine rege Anteilnahme meinen besten Dank zu sagen. 
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Das Vorkommen von unpaaren Fettsiuren 
in natiirlichen Fetten, Olen und Wachsen. 


l. Mitteilung: 


Das 61 von Datura stramonium L. 


Von 
P. E. Verkade und J. Coops jr. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der niederlandischen Handelshoc}. 
schule zu Rotterdam.) 


(Eingegangen am 27. Dezember 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


1. Die Literatur enthalt zahlreiche Angaben iiber das Vorkomme: 
von unpaaren Fettsiuren in tierischen und pflanzlichen Fetten, Ole: 
und Wachsen. Von diesen Sauren ist Heptadecylsdure die weitaus an 
meisten umstrittene; nur hiermit werden wir uns im folgenden be 
schaftigen, ohne jedoch eine vollstandige Literaturiibersicht zu geben 


Heptadecylsiure erscheint in der Literatur der Fette und Ole unter 
zwei Namen, namlich als Margarinsdure und Daturinsdure. Die erstere B« 
nennung stammt schon von Chevreul, der glaubte, eine Saéure C,,H,,0 
unter anderem aus Menschenfett isoliert zu haben. Heintz! konnte jedoc} 
nachweisen, daB dieses Produkt ein Gemisch von Palmitinséure und Stearin 
siure war. Dieser Forscher war der erste, der die Meinung aussprach, da 
unpaare Fettsduren in den natiirlichen Fetten und Olen nicht vorkommen 

Im Jahre 1890 fand Gérard? in dem Ol der Samen von Datura stram: 
nium ZL. eine Séure C,,H,,0,. die er Daturinséure nannte. Ausdriicklic! 
wies er darauf hin, daf diese Sdure nicht die normale Heptadecylsdur: 
wdre*, sondern ein Isomeres hiervon. Soschmolz das erhaltene Produkt bei 
55° und erstarrte erst bei 53°, wihrend synthetische normale Heptadecy! 
siure bei etwa 60° schmilzt* und erstarrt °. 


1 Poggendorffs Ann. 87, 553, 1852. 

2 C.r. 111, 305, 1890; Ann. chim. phys. (6) 27, 549, 1892. 

§ Vgl. Ann. chim. phys. (6) 27, 550, 551, 555, 556, 1892. 

* Schmelzpunkt 59,9° (Heintz, Poggendorffs Ann. 102, 257, 1857), 59,8 
(Krafft, Ber. 12, 1668, 1879), 60,5° (Béhmer und Limprich, Zeitschr. 
Unters. d. Nahrungs- u. GenuBmittel 28, 641, 1912). 

5 Erstarrungspunkt 58,8° (Ruttan, Orig. Comm. 8th Intern. Cong: 
of applied Chem. 25, 431, 1912); selbst fanden wir 60,0°. 
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Mehrere Forscher haben geglaubt, diese oder eine isomere Daturin- 
saure in anderen Olen und Fetten angetroffen zu haben; so z. B. Nérd- 

yer? im Palmfett (Schmelzpunkt der Saéure 57°); Holde und Stange*® im 
Olivenél, Kreis und Hafner*® im Schweinefett (Schmelzpunkt der Saéure 55,5°). 
ks gelang aber Holde, Marcusson und Ubbelohde* nachzuweisen, da8 in all 
licsen Fallen nicht eine C,,-Saure, sondern ein Gemisch von Palmitin- und 
Stearinséure, unter Umstanden mit noch héheren Saéuren erhalten worden 
war. So stellte sich z. B. bei einer erneuten Untersuchung der Séure aus 
Daturaél heraus, daB in den konstant schmelzenden und scheinbar homo- 
genen Fraktionen, deren Molekulargewicht auf C,,H,,O, deutete, noch 
hochmolekulare Fettséuren enthalten waren; damit schien die Daturin- 
sure von Gérard wohl endgiiltig erledigt zu sein. 

Heiduschka u.a. haben in spateren Jahren Ofters gezeigt, wie aus 
Olen ein Produkt abgetrennt werden kann, das zwar in seinen Ejigen- 
shaften (Kristallform, Schmelzpunkt, Molekulargewicht, Schmelzpunkt 
les Magnesiumsalzes usw.) mit Heptadecylsdure iibereinstimmt, sich aber 
trotzdem bei Anwendung der Methode der Bestimmung des ,,Fliichtigkeits- 
faktors“*® als ein Gemisch von Palmitinsiure und Stearinsiiure oder von 
ersterer mit mehreren héheren Fettséuren erweist. Verwiesen sei hier auf 
die Arbeit van Heiduschka und Liift® iiber das Ol von Oenothera biennis 
und von Heiduschka und Felser® iiber Arachisél. Die von Klimont, Meisl 
und Mayer? aus Pferdefett gewonnene Daturinsiure wurde auch von 
Heiduschka und Steinruck® bei Anwendung derselben Methode wieder als 
ein Gemisch von Palmitin- und Stearinséiure erkannt. 

Es unterliegt unseres Erachtens nicht dem geringsten Zweifel, daS z. B. 
auch die erst neuerlich von Marcelet® aus einem Fischél, namlich dem von 
Dorosoma nasus, Bloch., isolierte Dorosominsdure, C;;H,,O, (Schmelz- 
punkt 55°), sich bei einer niheren Untersuchung als ein derartiges Gemisch 
erweisen wird; verschiedene in der erwahnten Abhandlung genannte Tat- 
sachen deuten schon darauf hin. 

Hochst merkwiirdig ist nun folgendes. Vor einiger Zeit hat T'rillat*® 
eine kleine Menge der nach Gérard dargestellten, bei 53° erstarrenden Saure 
von diesem erhalten und als freie Séure sowie als Bleisalz auf réntgen- 
analytischem Wege untersucht. Das Spektrum bestand bei beiden aus 
feinen, starken Linien; Verdoppelung der Linien, welche auf ein Gemisch 
hinweisen wurde, wurde nicht beobachtet. Die langen Gitterkonstanten 
der Saure und der Bleiseife stimmten iiberein mit denen, welche fiir eine 
Fettsiure mit 17 Kohlenstojfatomen und einer unverzweigten Kette erwartet 
werden konnten. Trillat stellt sich denn auch auf den Standpunkt, daf 
lie Sdure von Gérard die normale Heptadecylsdure ist, und gerit deshalb 


' Zeitschr. f. angew. Chem. 5, 110, 1892. 

2? Ber. 34, 2402, 1901. 

3 Ebendaselbst 36, 2770, 1903. 

* Ebendaselbst 88, 1247, 1905. 

5 Dons, Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBmittel 16, 705, 1908; 
Heiduschka und Liijt, Arch. d. Pharm. 257, 33, 1919. 

* Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuSmittel 38, 241, 1919. 

7 Mon. 35, 1115, 1914. 

§ Journ. f. prakt. Chem, (2) 102, 241, 1921. 

* C.r. 187, 145, 1928. 

%” Ann. de phys. (10) 6, 82, 1926. 
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in Widerspruch mit Gérard selber (s. oben). Auf den ersten Blick is: 
Resultat dieser Réntgenanalyse unbegreiflich; ist doch der Erstarry 
punkt von Gérards Daturinséure nicht weniger als 7° niedriger als der 
synthetischer normaler Heptadecylsiure. Hatten wir es hier tatsic! 
mit der letzteren Séure zu tun, so muf diese jedenfalls eine sehr bedeut: 
Menge anderer Fettsiuren enthalten haben, und hiervon zeigt sich im 
Trillat aufgenommenen Réntgenspektrum gar nichts. Aber wir diiri: 
nicht vergessen, daB dieses Réntgenspektrum hier keine Beweiskra/; 
besitzt: ein Spektrum mit nicht verdoppelten Linien an der Stelle derjen 
fiir normale Heptadecylsdure kann ja auch erhalten werden bei der Ana 
von Mischkristallen von Palmitin- und Stearinsdure, namlich wenn zwis 
den reflektierenden Flichen ein Molekiil von jeder dieser beiden Séur 
liegt. Dies ist schon Sfters iibersehen worden’. 


Sehr interessant im Zusammenhang mit dem Vorhergehenden ist 
Arbeit von Meyer und Beer*. Diese Forscher behaupten, aus dem ©! 
Samen von Datura stramonium L. neben Palmitinsdure und kleinen Menge 
hochmolekularen Séuren normale Heptadecylsdure (von ihnen jetzt eben 
falls Daturinséiure genannt) isoliert zu haben, wahrend Stearinséure nich 
aufgefunden wurde. Man kann nach der Lektiire dieser Arbeit nur no 
schwer an der Richtigkeit dieses Fundes zweifeln. Die erhaltene Saure 
nach Schatzung zu etwa 24, °% im Ol vorhanden schmolz bei 59 bis 59,5 
gemischt mit synthetischer normaler Heptadecylsdéure (Schmelzpunkt 59; 
bis 60°) war der Schmelzpunkt unverandert, namlich 59,5°. Fiir Gemischy 
von Palmitinsiure mit der aus dem Daturaél erhaltenen Saéure und mit 


synthetischer C,,-Saéure wurden die Schmelzpunktskurven aufgenommen: 


es zeigte sich, daB diese Kurven leidlich iibereinstimmten. GroBer Wer 
ist jedoch aut dieses Resultat nicht zu legen, weil die Schmelzpunkts 
bestimmungen in sehr primitiver Weise durchgefiihrt worden sind 
Wiederholte Fraktionierungen der Saéure in der Form ihres Lithium 
Magnesium- und Bariumsalzes ergaben keinerlei Veranderung im Schmelz 
punkt oder Molekulargewicht. 


2. Von allen angefiihrten Arbeiten ist unserer Meinung nac! 
die von Meyer und Beer eigentlich die einzige, die zurzeit ernsthaft 
in Betracht kommt. Sie ist gewiB viel sorgfaltiger durchgefiihrt worde: 
als z. B. die von Gérard; nicht nur arbeiteten erstere mit viel gréBeren 


Materialmengen, sondern auch die Fraktionierung der aus dem 0)! 


abgeschiedenen Fettsauren in der Form von Salzen wurde viel syste 
matischer und weitgehender durchgefiihrt. Tatsiichlich scheint es 
daB durch die Untersuchung von Meyer und Beer das Vorkommen 
der normalen (,,-Siure im Datura stramonium-0] sichergestellt ist 
Elsdon* nennt diese Siure dann auch ,,the only acid with an uneve! 
number of carbon atoms that has been definitely proved to exist in an oil 


Die Frage des Vorkommens oder Nichtvorkommens von unpaare) 
Fettstiuren in natiirlichen Fetten, Olen und Wachsen ist in verschicden: 


1 Vgl. Karssen, Chem. Weekblad 25, 120, 1928. 
2 Mon. 83, 311, 1912. 
8 Edible Oils and Fats, 8S. 30. London, Ernest Benn Ltd., 1926. 
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Beciehung von hbetrdchtlicher theoretischer Bedeutung. Es schien uns 
leshalb erwiinscht, das Resultat der Arbeit von Meyer und Beer nach 
zupriifen, d. h. dieses Daturaél nochmals einer Untersuchung zu unter- 
werfen. Bei dieser Arbeit haben wir Methoden angewandt, welche 
zum Teil von den bisher von anderen befolgten betrachtlich abweichen 
md unserer Meinung nach mehr als diese letzteren fiir das Erreichen 
eines unzweideutigen Resultats geeignet sind. Diese Methoden werden 
anderweitig einer ausfiihrlichen kritischen Besprechung unterzogen 
werden. 

3. Auch folgende ganz andersartige Erwagungen veranlabten 
ims zu einer erneuten Untersuchung dieses Oles. 

Wahrend einer kurzen Zeit hatte es den Anschein, als ob von 
unpaaren Fettsiuren abgeleitete Fette bei der Behandlung von Diabetes 
branken eine Rolle spielen kénnten. Die Arbeiten in dieser Richtung 
heinen jetzt aber zum Stillstand gekommen zu sein; wenigstens war in 
len letzten Jahren von diesem Gegenstand nichts mehr zu héren. Dies 
ist aus mehreren Griinden nicht verwunderbar; unter anderem werden 
wir bald in einer anderen Abhandlung zeigen, dab bei den dies- 
beziiglichen Untersuchungen Kardinalfehler und sogar grundsitzliche 
Fehler chemischer und physiologischer Art begangen worden sind; 
infolgedessen konnte eine endgiiltige Beantwortung der Frage, ob Verab 
reichung von unpaarem Fett statt normalen Speisefetts einen giinstigen 
oder nichtgiinstigen EinfluB auf die Menge ausgeschiedener Ketonkérper 
und auf die Azidose habe, hierbei nicht erwartet werden. Aus ander- 
weitig zu erérternden, besonders theoretischen, daneben auch prakti- 
schen Griinden haben wir uns entschlossen, diese Untersuchungen wieder 
uufzunehmen und nach verschiedenen Richtungen auszudehnen 

Schon fiir diese Arbeit miiBten wir tiber ziemlich grobe Mengen 
unpaarer Fettséuren verfiigen kénnen. Dies kann vielleicht in starkerem 
MaBe der Fall werden. nachdem einmal die Bedeutung dieser Sauren 
fiir den erwihnten Zweck sich bei dieser Arbeit erwiesen haben sollte 
nimlich sobald sie in irgend einer Form therapeutische Anwendung 
finden wiirden. In diesem Zusammenhang kénnte das Vorkommen 
von unpaaren Fettsaéuren in natiirlichen Fetten, Olen oder Wachsen 
dann vielleicht von Wichtigkeit sein. Man kénnte dann nach einem 
Produkt suchen, das so reich an diesen Siéuren wire, dab sich eine 
Isolierung hiervon lohnen wiirde, d. h. leichter und billiger wire als 
die immer miihsame Darstellung dieser Sauren in vitro. 

Gesetzt den — itibrigens kaum denkbaren Fall nun, dab wir 
die in 1. angefithrten Behauptungen aus der Literatur in bezug auf 
das Vorkommen kleiner Mengen von Heptadecylsiure im Datura 
stramonium-O] bestatigen kénnten, so wiirde es auf der Hand liegen 
dag wir damit anfingen, in anderen Arten derselben Pflanzengattung 


31* 
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oder in Arten von eng verwandten Gattungen nach dem Vorkommen vo 
unpaaren Fetisduren in gréBerer Menge zu suchen. Die Annahme sch) int 
uns namlich nicht zu gewagt, dab das Vorkommen dieser doch sic}joy 
wohl seltenen Sauren sich dann in diesem Sinne lokalisiert erweisey 
wiirde, wie dies auch bei Ricinolsiure, Chaulmoograséure und der 
gleichen der Fall ist. 


4. Eine sorgfaltige Untersuchung des Oles von Datura stramo 
nium L, hat uns gelehrt, daf von der Anwesenheit von normaler Heptadec | 
sdure oder von einem Isomeren derselben — es sei denn in Auferst 
minimalen Mengen durchaus nicht die Rede ist. Die in dem ()| 
vorhandenen gesattigten Fettsiuren .bestehen aus Palmitin- und 
Stearinsaure im Verhaltnis von etwa 5:1 mit daneben einigen Pr 
zenten von uns nicht naher untersuchten héhermolekularen Sauren 
und sehr wenig niedrigeren Sauren. 


Die von Meyer und Beer isolierte sogenannte Daturinsdure ist. wie 
beweiskraftig auch ihre Griinde fiir die Einheitlichkeit derselben auf 
den ersten Blick erscheinen mégen, gewif ein Gemisch gewesen, wie sich 
dies auch bei anderen in 1. angefiihrten Fallen herausgestellt hat 
Selbstverstandlich ist dieses unrichtige Resultat besonders auf dis 
Ungeeignetheit der von Meyer und Beer fiir den beabsichtigten Zweck 
benutzten Methoden zuriickzufiihren. Es ist allmahlich wohl deutlich 
geworden, dal} in vielen Fallen die Isolierung reiner Fettsiuren mit 
Hilfe derartiger Methoden (fraktionierte Kristallisation von fettsauren 
Salzen oder von den Fettsauren selbst) praktisch nicht durchfiihrbar 
ist; Beispiele zur Stiitzung dieser Behauptung finden sich bereits 
mehrfach in 1. 


Daneben sind Meyer und Beer das Opfer von Zufalligkeiten gewesen 
die in der Fettchemie bisher durchaus nicht selten gewesen sind; 
ohne hierauf naher einzugehen, nennen wir z. B. den merkwiirdigen 
Zufall, daB die Schmelzpunktskurven von Palmitinsiure mit der 
sogenannten Daturinséure und mit synthetischer normaler Heptadecy! 
saure leidlich tibereinstimmten. 


Experimenteller Teil. 


5. Fir die Darstellung des Oles dienten 5,0 kg Samen, bezogen 
von der ,,Onderlinge Pharmaceutische Groothandel in Utrecht; eine 
Aussaat einer Menge dieser Samen ermdglichte es uns, die botaniscl: 
Herkunft und die Beschaffenheit zu kontrollieren. 


Die Samen wurden im lufttrockenen Zustande méglichst fein gemahlen 
und darauf wahrend 15 Stunden kontinuierlich mit Ather extrahier' 
Das Material wurde danach aufs neue sehr fein gemahlen und wieder 
10 Stunden mit Ather extrahiert. Die vereinigten Extrakte wurden nun 
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jitmert, wonach in einem Kohlensdurestrom erst bei gewéhnlichem Druck, 
ehlieBlich im Vakuum bei etwa 80° das Lésungsmittel und das mit- 
ekommene Wasser entfernt wurden. Die Ausbeute an nochmals filtriertem 
(ll war 1268 g, d.h. 25,3°,. Cloéz' fand fiir diesen Olgehalt 25°, Holde? 
16.7%, Meyer und Beer* 18,7%. 


oo 





Verkade u. Coops Holde Meyer u. Beer 
Unverseifbar .. . ‘ 2,13 %/y — 1,01 Jo 
Freie Fettsaure (berec hnet als Olsaure) ‘ 1,74°/, - Saurezah] 8,1 
Verseifungszahl . . Ae hy re 190,7 186 202,2 
Jodzahl (nach v. Hiubl) a 124.0 113 113.2 
Gesattigte Fettsauren (nach Bertram*) 13.1 °%, 
Mol.-Gew. der gesattigten Fettsauren. . 273 


Das Ol war goldgelb und hatte einen eigenartigen pindadbnilichen 
Geruch. In obenstehender Tabelle sind einige Konstanten erwaihnt und 
mit den friiher von anderen Forschern gefundenen verglichen. Die Be- 
stimmung der Reichert-Meissl- und der Polenske-Zahl lehrte, daB fliichtige 
Fettséuren nicht vorhanden waren. 

Die Verseifung des Oles wurde in folgender Weise*® vorgenommen: In 
eine geraumige Porzellanschale wurden 400g Ol, 320cem 35°,iger Natron- 
lange und 320 ccm Alkohol gegeben. Beim Umriihren vollzieht sich die 
Verseifung schnell und unter deutlicher Warmeentwicklung. Die Schale 
mit Inhalt wird nun auf ein Wasserbad gestellt und,der Alkohol unter 
fortwahrendem Umriihren vercampft. Die gebildete Natronseife lést sich 
in dem warmen Alkohol auf. Beim Eindampfen wird die Viskositat dieser 
Lésung immer gréBer, dieselbe bildet bald eine zusammenhangende knet- 
hare Masse, die sich schlieBlich in bei tiichtigem Umriihren immer kleiner 
werdende, faserige Stiickchen verteilt. Als der Alkoholgeruch nicht mehr 
bemerkbar war, wurden 5 Liter kochendes Wasser und sodann 3 Liter 
25% iger Schwefelsiure zugesetzt. Das Erwairmen auf dem Wasserbad 
wurde noch so lange fortgesetzt, bis die ausgeschiedenen Fettsaéuren sich 
klar auf der Wasseroberflache angesammelt hatten. 


Nach Abkiihlung bildeten die Fettséuren eine halbfeste Masse. Das 
untenstehende Wasser wurde soviel wie méglich abgehebert. Die Fett- 
siuren wurden in Ather aufgenommen und einige Male mit Wasser ge- 
waschen. Nach Abdestillieren des Athers wurden die Saéuren durch Er- 
warmen auf etwa 80° im Vakuum getrocknet. 

Die abgeheberte wasserige Schicht wurde zusammen mit dem Wasch- 
wasser kontinuierlich mit Ather extrahiert. Auf diese Weise wurde etwa 
|g Fettsiuren gewonnen, die zur Hauptmasse hinzugefiigt wurden. Auch 
jetzt kommen wir also wieder zu dem SchluB, da®B in Wasser lésliche 
Fettsiuren in diesem Ole in nennenswerter Menge nicht vorkommen. 


+ Ann. chim. phys. (6) 27, 551, 1892. 

2? Ber. 88, 1247, 1905. 

3 Mon. 33, 311, 1912. 

* Zeitschr. f. d. deutsch. Ol- und Fettindustrie 45, 733, 1925; Chem. 
Weekblad 24, 228, 1927; Diss. Delft 1928, 8.7 bis 37. 

® Vel. van Eldik Thieme, Diss. Delft 1911, 8. 38. 
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Was hier an Fettsauren isoliert wurde, war namlich zum weitaus gr: 
Teile in der wiisserigen Fliissigkeit suspendiert gewesen. 

Insgesamt wurden aus 1168 g¢ Ol 1116 g¢ Fettséiuren erhalten. 

Fiir die Trennung der gesittigten von den ungesiattigten } 
sauren waren wir erst geneigt, von der von Bertram! ausgearbeiteteny 
vortrefflichen Methode zur quantitativen Bestimmung der gesattiyi« 
(héheren) Fettsiuren in Fetten und Olen Gebrauch zu machen. | 
kanntlich beruht diese Methode auf der Tatsache, da8 bei der Oxydat ivy 
der ungesattigten Sauren mit alkalischem Kaliumpermanganat dj 
gesattigten Sauren vollkommen unangegriffen bleiben. Dies gilt fiir 
die paaren Fettsiuren; ob es auch fiir etwa vorhandene unpaare Fett 
siuren gelten wiirde, war a priori nicht ganz sicher. Versuche mit 
einigen sehr reinen unpaaren Fettsdiuren lehrten uns, daf diese unte: 
den von Bertram gewahlten Bedingungen durch alkalisches Permanganat 
sehr langsam oxydiert werden. Die Méglichkeit bestand nun wen! 
wir die auch nicht gar zu sehr befiirchteten — . dab diese Saéuren. wen: 
zu gleicher Zeit groBe Mengen ungesiattigte Siuren oxydiert wurden 
z. B. durch eine Induktionsreaktion, heftiger angegriffen werde: 
wiirden?. Da wir auf das Vorhandensein von héchstens einem geringe: 
Prozentsatz Heptadecylsiure in diesem Daturaél rechnen durften 
(vgl. die Arbeit von Meyer und Beer), schien es uns in diesem Falk 
am besten, auf den Gebrauch dieser Oxydationsmethode zu verzichten 

Wir haben nun die Methode von Twitchell? angewandt, welch: 
von Steger und Scheffers* naher studiert und mit kleinen Anderunge: 
versehen wurde. Was die Abtrennung der Bleisalze der gesattigten 
Fettsauren betrifft. so arbeiteten wir genau nach den von diese 
Forschern gegebenen Anweisungen Auf 100g zu_ verarbeitende: 
Daturafettsiuren nahmen wir 15g Bleiacetat und 1000 ccm 96° igen 
Alkohol. 

Fiir die Zerlegung der Bleisalze verwendet Twitchell verdiinnt« 
Salpetersaure. Wenn eine kleine Menge dieser Saure in der bei dieser 
Arbeitsweise erhaltenen Atherischen Fettsaurelisung zuriickbleibt 
wirkt diese Salpetersiure in einem folgenden Stadium der Verarbeitung 
auf die Fettsiure ein. Wir haben es daher fiir vorsichtiger gehalten 
fiir unseren Zweck die Zerlegung der Bleisalze mit Salzsiure in folgende: 
Weise auszufiihren : 

Die aus 100g Daturafettsiure isolierten Bleisalze wurden mit 
150cem 10°. iger Salzsiure einige Zeit am RiickfluBkiihler gekocht 


1 Zeitschr. f. d. deutsch. Ol- u. Fettindustrie 45, 733, 1925; Chen 
Weekblad 24, 228, 1927; Diss. Delft 1928, S. 7 bis 37. 

® Spitere, spezielle Versuche haben gezeigt, dali dies nicht der Fall ist 

3 Ind. Eng. Chem. 18, 806, 1921. 

* Rec. trav. chim. 46, 402, 1927. 
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Nach Abkiihlen wurde das Gemisch von fester Fettséiure und Bleichlorid 
juantitativ in eine Extraktionshiilse gebracht. Die Hiilse mit Inhalt 
wurde mit Wasser gewaschen, im Vakuum iiber Schwefelsiure ge- 
trocknet und darauf mit niedrigsiedendem Petrolather extrahiert. 
Nach Abdampfen des Lésungsmittels und Trocknen bis zum_ kon- 
stanten Gewicht resultierte die gesittigte Fettsiure als eine harte, 
vllgelbe Masse. Gewicht 12.69; Anfangserstarrungspunkt 55,3° 


04903 g —> 0.58 cem 0.1010 n Na,S,O,. Jodzahl (nach v. Hiibl): 1,5. 


Unter Verwendung von hier oben angegebenen Daten berechnen 
wir, daB 100 g Daturadél etwa 12,0 9 gesattigter Fettsaure liefern. Wahrend 
nach der Methode Bertram ein Gehalt des Oles an gesiattigter Fettsiure 
von 13,1°,, gefunden worden war (s. oben), sind hier also mit Hilfe 
von Twitchells Methode fast 92°, der vorhandenen gesattigten Saure 


isoliert worden. 


Es ist merkwiirdig, daB von allen, die vor uns sich mit dem eventu- 
ellen Vorkommen von unpaaren Fettsdiuren in Fetten und Olen be- 
schaftigt haben, niemand es offenbar der Miihe fiir wert gehalten zu 
haben scheint, zu untersuchen, ob bei der von ihm gewahlten Methode 
zur Trennung von gesittigten und ungesittigten Fettsiuren (z. B 
die von Varrentrapp oder Farnsteiner) auch die etwa vorhandenen 
unpaaren Siiuren gewonnen werden wiirden. Obwohl hierjiber auch 
eigentlich verniinftigerweise kein Zweifel bestehen konnte, schien es 
uns doch angebracht, nachzuweisen, da unpaare Fettsauren, in casu 
normale Heptadecylsiure, sich bei dem Twitchell-Verfahren auf gleiche 
Weise wie die paaren Sauren verhalten. Dazu wurden die beiden 
folgenden einfachen quantitativen Versuche angestellt: 

a) 8.0000 g Daturafettsauren! lieferten bei sorgfaltiger Behandlung 
nach dem Twitchell-Verfahren, unter Anwendung der soeben angegebenen 
kleinen Anderungen. 0.9881 g gesattigter Fettsaure. 

b) Ein Gemisch von 8,0000g Daturafettsiuren mit 0.6000 g 
reiner synthetischer normaler Heptadecylsiure lieferte bei Behandlung 
unter genau denselben Bedingungen 1,5741 9 gesattigter Fettsaure 

Den Unterschied, d.h. 0.5860 , diirfen wir als Heptadecylsaure 
hetrachten; diese ist also zu 97,7°,, zuriickgewonnen. 


136,.5g auf die soeben angegebene Weise erhaltene gesattigte 
Fettséuren wurden durch zweimalige Esterifikation mit 21, °,iger 


1 Diese Fettsiuren waren von anderer Herkunft als die hier oben 


verwendeten. 
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methylalkoholischer Salzsiure quantitativ in die Methylester 
gefiihrt. Erhalten wurden 143,8 g Ester, welche in vollkommen r: 
Zustande einen Anfangserstarrungspunkt von 23,8° zeigten. 


Diese Ester wurden nun mit Hilfe eines von Coops! konstruiert« 
Vigreuxaufsatzes einer sehr sorgfaltigen und langsamen Fraktionierung 
im Vakuum unterworfen, wobei als Hauptkriterium fiir die erhaltene; 
Fraktionen ihr Anfangserstarrungspunkt bzw. ihr Endschmelzm 
(s. unten) und nicht ihr Siedepunkt diente; den bei solchen langsame: 
Destillationen beobachteten Siedepunkten kann namlich nur wenig 
Wert beigelegt werden. SchlieBlich wurden die folgenden Fraktione: 
erhalten: 


Fraktion A... I 4g Anfangserstarrungspunkt etwa . . 22° 
Bp... Seg Endschmelzpunkt. . .... . . 29,40° 
Csi 4 Oe ‘i Te kN rae 
Ps x c- e Anfangserstarrungspunkt . . . . 23,50° 
>.> =e - , + << * = <r 
y «sw Oe Endschmelzpunkt. . . . . . . . 36,60°(a 
e'< «4 Se 

138.4 ¢ 
ere 


Fiir die Analyse dieser Fraktionen wurde von der Erstarrunys 
punktskurve von Gemischen von Methylpalmitat und Methylstearat 
Gebrauch gemacht. Diese beiden Substanzen waren in folgender Weis: 
dargestellt worden. 


1. Methylpalmitat wurde erhalten durch Esterifikation von 
Palmitinsiure Kahlbaum und durch wiederholte Vakuumdestillation 
gereinigt. Siedepunkt bei 9.0mm: 176.3 bis 176,5°; Schmelzpunkt 
29,70°*. 

2. Methylstearat wurde erhalten durch Esterifikation einer von 
uns aus hochgeharteten Leinélfettsiuren dargestellten, recht reinen 
Stearinsiure (Anfangserstarrungspunkt 69,45°) und wieder durch 
Vakuumdestillation gereinigt. Siedepunkt bei 11,0 mm: 203°; Schmelz 
punkt 38,70°**. 


Die in der Abbildung wiedergegebene Kurve wurde konstruiert mit 
Hilfe der hierunter folgenden Beobachtungen : 


1 Chem. Weekblad 24, 462, 1927. 
* Schmelzpunkt dieser Ester nach Bull (Ber. 39, 3573, 1906) 29,5°, 
nach Fanto und Stritar [Liebigs Ann. 351, 335 (Anm.), 1904) 30,5°. 
** Schmelzpunkt dieser Ester nach Hanhart (C. r. 47, 230, 1858) und 
nach Haller und Youssoufian (ebendaselbst 148, 805, 1906) 38°; Anfangs- 
schmelzpunkt nach Spoelstra (Diss. Utrecht 1927, 8S. 23) 38,4°. 
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Cc Cc End- Antangs- 
N C,¢*Ester + Cy qEster ” si schmelzpunkt @ erstarrungspunkt 
0) 0 Cc = 
10.0000 g + 100.0 0.0 99.70 
2 10,0000 0.2605¢ 97,5 2.5 29,10 
10,0000 0,5293 95,0 5.0 98.55 
: 10,0000 0,8117 92.5 7.5 28,35 
, 10,0000 1.1101 90.0 10.0 97.95 23.00 
6 10,0000 1.4293 87.5 12.5 27,25 23,30 
7 10,0000 1.7629 85,0 15,0 26,40 23,60 
8 11,2840 2.1212 84,2 15,8 25,95 23.70 
9 11,2840 2.8169 80,0 20,0 ? 24,20 
10 11,2840 3.7512 75.0 25,0 24,80 
it 11,2840 4.8283 70.0 30,0 25.40 
12 11,2840 6.0659 65,0 35,0 25,95 
13 11,2840 7.5102 60.0 40,0 26,55 
i4 11,2840 9.2102 55,1 44.9 27,20 
15 10,0472 10,6626 48,5 51,5 27,95 
16 8,2269 10,6626 43.6 56.4 28.55 
17 6,7070 10,6626 38,6 61,4 29,15 
is 60265 10,6626 36.1 639 ? 29,45 
9 5,4199 10,0000 35,1 64.9 31,85 29,55 
20 4.3149 10,0000 80,1 69.9 33,40 30,20 
21 38,3590 10,0000 25,1 74,9 34,30 
22 «22,5214 10,0000 20.1 79.9 35,20 
23. «:1,7767 10.0000 15,1 849 36,10 
24 1.1191 10,0000 10,1 89.9 36.85 
25 0.5274 10,0000 5.0 95,! 37,70 
26 10,0000 0.0 100,0 38,70 
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Beziiglich dieser Kurve sei noch folgendes bemerkt: Die auf dem 
Mittelteil gelegenen Gemische erstarren sehr leicht zu wohlausgebildeten, 
durchsichtigen, gréBeren, nadelférmigen Mischkristallen von bel 
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niedriger Temperatur stabilen (B-)Modifikationen der beiden Este; 
Es wurden hier dann auch in der gebriuchlichen Weise, und zwar 
einer Genauigkeit von etwa 0.05°, die Anfangserstarrungspui 
bestimmt 

Die zum linken und rechten Kurventeil gehérenden Gemiscly 
lassen sich, besonders bei einem etwas gréBeren Gehalt an Methy! 
stearat bzw. Methylpalmitat, sehr leicht unterkiihlen und haben ein 
kleine Kristallisationsgeschwindigkeit, weswegen hier nur die 
stimmung von Endschmelzpunkten praktisch miglich war; auch dics 
wurde in der gebrauchlichen Weise und mit einer Genauigkeit vo 
etwa 0,05 bis 0.1° ausgefiihrt. Die aus diesen Gemischen abgeschiedene 
festen Phasen bestanden aus mikroskopisch kleinen Kristallen, welch: 
wir nicht naiher untersucht haben; héchstwahrscheinlich handelte 
sich hier um Mischkristalle, bei denen die bei hoher Temperatur stabile: 
(a-) Modifikationen der Ester eine Rolle spielen. 

Beim Versuch 20 schied die unterkiihlte Schmelze bei 30.20 
f-Mischkristalle aus. Beim Anwiirmen verschwanden diese wieder by 
der namlichen Temperatur. Es gelang aber, durch kriaftiges Riihren 
diese metastabilen $-Mischkristalle in die obenbesprochenen stabile: 
feinen Kristalle umzuwandeln, welche dann bei weiterem Anwiirme: 
bei 33,40° verschwanden. . Beim Versuch 19 begegneten wir einem 
iihnlichen Verhalten; nur hatten sich hier der untere und der ober 
Schmelzpunkt einander etwas genihert (29.55 bzw. 31,85°). Bein 
Versuch 18, bei dem dic Zusammensetzung des Gemisches nur wenig 
von der des Gemisches vom Versuch 19 abwich, konnten nur noch dis 
B-Mischkristalle erhalten werden. Der weitere Verlauf des rechten 
Kurventeils und der Ubergangspunkt la8t sich deshalb nicht genau an 
geben; sehr wahrscheinlich biegt die Kurve ziemlich steil nach unten 

Ahnliche Verhaltnisse fanden wir auf dem linken Kurventeil 
Auch hier konnte (bei den Versuchen 5, 6, 7 und 8) in ahnlicher Weisé 
der doppelte Schmelzpunkt beobachtet werden. Auch hier sind der 
weitere Verlauf dieses Kurventeils und die Lage des eutektischen 
Punktes nicht genau festgestellt worden. 

Fraktion A. 

Diese kleine Fraktion enthielt neben Methylpalmitat ein oder 
mehrere niedrigere Ester und wurde nicht weiter untersucht. 


Fraktion B, Endschmelzpunkt 29,40°. 

Der Endschmelzpunkt dieser Fiaktion war von dem des reine: 
Methylpalmitats nur wenig abweichend und auch ihr Siedepunkt 
korrespondierte mit dem dieser Ester; nach dem Mischen mit der gleiche: 
Menge Methylpalmitat war der Endschmelzpunkt 29,55°. Fraktion I 
bestand deshalb aus fast reinem Methylpalmitat. Es spricht ganz gewi!) 
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die ZweckmaBigkeit des von uns benutzten Fraktionicraufsatzes 
da wir imstande waren, bei so verhaltnismaBig kleinen Mengen Material 
dicses Resultat zu erreichen. 

Fraktion D, Anfangserstarrungspunkt 23,50°. 

Fraktion E, Anfangserstarrungspunkt 28,50° 

Besonders in diesen beiden Fraktionen wiirde sich das etwa vor 
handene, nach der Literatur bei etwa 29° schmelzende! Methylhepta 
decylat vorfinden miissen; wir werden nimlich gleich sehen, dab die 
folgende Fraktion (F) zum gréBten Teile aus Methylstearat bestand 
Beide Fraktionen zeigten jedoch ein langsames Ansteigen der Siede 
punkte ohne Haltepunkt von dem Siedepunkt des Methylpalmitats 
bis zu dem des Methylstearats; bei keinen von beiden konnte beob 
achtet werden, daB wahrend der Destillation das Thermometer einige 
Zeit auf dem fiir Methylheptadecylat zu erwartenden Siedepunkt 
nahezu mitten zwischen denen der soeben genannten Ester) stehen- 
blieb. Dies wies schon darauf hin, da£ gréBere Mengen Heptadecylat 
jedenfalls nicht vorhanden waren. In folgender Weise konnte un- 
zweideutig nachgewiesen werden, daf die Fraktionen D und E aus 
einem Gemisch von Methylpalmitat und Methylstearat bestanden und 
Heptadecylat (es sei denn natiirlich in sehr kleinen Mengen) nicht 
anwesend war. 

Aus der Erstarrungspunktskurve ist zu entnehmen, dab, wenn 
dem so ist, Fraktion D aus 86°,, Palmitat und 14°,, Stearat, Fraktion E 
aus 44°, Palmitat und 56°,, Stearat bestand. Beide Fraktionen wiirden 
bei der Erstarrung die obengenannten £-Mischkristalle absetzen; der 
Habitus der Kristalle und die Art und Weise der Erstarrung wiesen 
hierauf auch bereits hin. Von diesen beiden Fraktionen wurden nun 
abgewogene Mengen miteinander gemischt und die Anfangserstarrungs 
punkte dieser Gemische verglichen mit den aus der soeben erwahnten 
Zusammensetzung berechneten 





Berechnet Gefunden 

°C °C 
2.9750 g D + 3.32388 ¢ KF 26,10 26,10 
4,5504 83,3238 25.60 25,55 


Das zuletzt erhaltene Gemisch (Anfangserstarrungspunkt 25,55") 
wurde jetzt noch mit reinem Methylpalmitat gemischt, und zwar mit 
den folgenden Resultaten : 


1 Le Sueur, Journ. chem. Soc. 85, 837, 1904; Ruttan, Ong. Comm, 
Sth intern. Congr. of applied Chem. 25, 431, 1912. 
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Berechnet Getunden 
°C oC 
3.7369 g + 2.7265 ¢ Palmitat 24.00 23,95 
3.7369 9.9087 22,90 (8) — 28,15 (a) 22.85 (8) — 28,10 (« 


Die Ubereinstimmung zwischen den berechneten und gefundenen 
Werten ist vollkommen; bei dem letzten Versuch gelang es uns, sowol| 
den Anfangserstarrungspunkt der £-Mischkristalle wie den Endschme!z 
punkt der a-Kristalle zu bestimmen. Beim Mischen der Fraktionen |) 
und E und bei dem darauffolgenden Zusatz von Methylpalmitat folgen 
wir genau der Erstarrungspunktskurve. 

Fraktion C, Endschmelzpunkt 29,10°. 

Fraktion F, Endschmelzpunkt 36,60°. 

Aus den bereits mitgeteilten Resultaten folgt schon mit grolier 
Wabhrscheinlichkeit, daB Fraktion C ein aus 974%, Palmitat und 
2,°., Stearat bestehendes Gemisch ist. 

Fraktion F ging zum weitaus gréBten Teile beim Siedepunkt des 
reinen Methylstearats iiber und kénnte ein Gemisch von 12°, Palmitat 
und 88%, Stearat sein. 

Durch Kombination dieser beiden Fraktionen in der soeben an 
gegebenen Weise wurde bewiesen,'daf diese tatsdchlich nur aus Methyl 
palmitat und Methylstearat bestanden. 





Berechnet Gefunden 
°C °C 
1,9975g € + 3,0080¢ F 28,20 28,05 
5.1060 83,0080 25,90 25,80 


Die Ubereinstimmung zwischen berechneten und gefundenen 
Anfangserstarrungspunkten ist hier befriedigend; der Habitus der 
Kristalle und die Art und Weise des Erstarrens wiesen wieder auf 
§-Mischkristalle hin. 

Es gelang leicht, aus Fraktion F durch zweimalige Kristallisation 
aus einer reichlichen Menge 90° igen Methylalkohols nahezu reines 
Methylstearat vom Endschmelzpunkt 38,25° mit 75°, Ausbeute zu 
erhalten; gemischt mit der gleichen Menge an reinem Stearat war der 
Endschmelzpunkt 38,50°. 

Fraktion G. 


Diese bestand fiir etwa ein Drittel aus Methylstearat, fiir den 
Rest hauptsichlich aus héheren Methylestern. Eine nahere Unter 
suchung hatte fiir unseren Zweck keinen Sinn. 





rein 
der 


wey 
Ste 
aut 
re 
ure 


hal 


un 
kol 
lar 
Sh 





eT 


nd 





Vorkommen von unpaaren Fettséuren. I. 481 


Die Herren Prof. Dr. lL). Coster und K.J. Keuning hatten die 
Fr-undlichkeit, im Physikalischen Institut der Universitat Groningen 
die beiden folgenden Priparate mit Hilfe von Réntgenstrahlen zu 
untersuchen : 

a) Ein bei 25.55° erstarrendes Gemisch der Fraktionen D und E 
s. oben) 

b) Ein bei der gleichen Temperatur erstarrendes Gemisch von 
reinem Methylpalmitat und reinem Methylstearat, enthaltend 68',°, 
der erstgenannten und 31',°,, der letztgenannten Substanz 

Die bei Anwendung von Kupfer-Ka-Strahlung erhaltenen Spektren 
zeigten je 3 X 2 Linien, und zwar bei beiden Platten an genau denselben 
Stellen. Hieraus darf wohl der SchluB gezogen werden, dab wie 
auch schon aus unserer eigenen Arbeit hervorgeht diese beiden 
Praparate dieselben Bestandteile enthalten, d.h. in den Fraktionen D 
und E betriachtliche Mengen normaler Heptadecylsiure nicht vor- 
handen sind. 

Aller Wahrscheinlichkeit nach handelt es sich bei diesen Linien 
um die erste, zweite und dritte Reflexionsordnung zweier Gitter- 
konstanten, wofiir d= 26,0 bzw. 23,1A berechnet wurde. Fiir die 
langen Gitterkonstanten des reinen Methylstearats bzw. -palmitats hat 
Shearer! 24.0 bzw. 22.0A gefunden. DaB diese Werte in unserem Falle 
zuriickgefunden werden wiirden, war allerdings auch nicht notwendig, 
erstens weil aus Untersuchungen von verschiedenen Forschern® hervor- 
geht, daB Kristalle von langen Molekiilen (wie z. B. Fettsiuren) in 
verschiedenen Modifikationen nebeneinander vorkommen kénnen und 
nur wenig dafiir nétig zu sein scheint, um der einen oder der anderen 
Kristallstruktur die Vorhand zu geben, zweitens weil wir es bei dem 
Gemisch vom Anfangserstarrungspunkt 25,55° mit Mischkristallen der 


8-Modifikation der beiden Ester zu tun haben und Shearer die reinen 


Ester untersucht hat. 


Wir sprechen hier Herrn Dr. 8. H. Bertram, der die obenerwaihnten 
Konstanten des Daturaéls hat bestimmen wollen, sowie Herrn Prof. Dr. 
D. Coster fiir ihre Hilfe unseren herzlichsten Dank aus. 


1 Shearer, Journ. Chem. Soc. 128, 3152, 1923. 


2 Vgl. z.B. Piper, Malkin und Austin, Journ. 1em. Soc. 1926, 


Ch 
S. 2310; de Boer, Nature, 8. Januar und 30. April 1927; Thibaud, C. r. 
184, 24, 96, 1927. 











Die Bestimmung der Eiweibfraktionen des Blutes 
mit der gravimetrischen und nephelometrischen Methode. 


Ve rn 
St. Ruszny&ék und J. Erdés. 
(Aus der dritten medizinischen Klinik der kénigl. Universitat Budape 


(Eingegangen am 27. Dezember 1928.) 


Vor einiger Zeit hat der eine von uns (1) eine nephelometriscl: 
Methode zur Bestimmung der Eiweibfraktionen im Plasma und Serun 
angegeben, deren Vorteile neben der groben Genauigkeit welch 
gravimetrisch kontrolliert wurde in der geringen Menge der nétige: 
Substanz und seiner Einfachheit bestanden. Mit Hilfe der beschriebene: 
Methode gelingt es, in 1 cem Plasma innerhalb einer Viertelstunc: 
die relative Menge der Albumin-, Globulin- und Fibrinogenfraktionen 
zu bestimmen. Die Methode hat sich in ausgedehnten theoretische: 
und klinischen Untersuchungen bewahrt [Rusznydk (2), Duzér (3 
Téth (4) usw.], und daB sie trotzdem in der wissenschaftlichen Literatw 
die verdiente Beachtung nicht finden konnte, ist in erster Reihe daraut 
zuriickzufiihren, da’ die Laboratorien noch immer nur sehr selten mit 
einem Nephelometer ausgestattet sind. In letzter Zeit scheint jedoc! 
in dieser Hinsicht eine Wandlung einzutreten, und in der Literatu: 
erscheinen immer zahlreicher Arbeiten, welche nephelometrische Ver 
fahren anwenden; es schien daher angebracht, die Aufmerksamkeit 
wieder auf die erwiaihnte Methode zu lenken. Die Einwinde. di 
Rona und Kleinmann (5) gegen die Methodik vorbrachten, wurden 
schon seinerzeit in dieser Zeitschrift behandelt (6), da aber auch Siiss 
mann (7) das Verfahren, ohne es gravimetrisch kontrolliert zu haben 
bemangelt, haben wir uns entschlossen, bei einigen Fallen die nephelo 
metrischen Ergebnisse wiederum gravimetrisch nachzupriifen. Das 
Ergebnis war um es gleich vorweg zu nehmen wieder eine vol 
kommene Ubereinstimmung 


Auf die nephelometrische Methodik soll hier nicht naher ein 
gegangen werden, da sie noch immer nach dem in der Originalarbeit 
mitgeteilten Verfahren ausgefiihrt wird, wohl aber mu die gravi 
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trische Methode genau geschildert werden, weil nach unseren Er 


fahrungen schon anscheinend geringfiigige Abweichungen falsche 


Ervebnisse bewirken kénnen. 


Die gravimetrische Methode. 


Zur Bestimmung wurde immer Citratplasma verwendet mit der 
selben Citratkonzentration, wie sie bei der nephelometrischen Methode 
benutzt wird. Die Fallung des GesamteiweiBbes haben wir derart vor 
gnommen, dab 5ccm Plasma mit 5cem einer gesattigten und mit 
25 bis 40 cem einer halbgesattigten n/10 Salzsiure enthaltenden 
Ammonsulfatlésung versetzt wird Die zur Fallung verwendeten 
\mmonsulfatlésungen miissen chemisch rein sein, und es ist besonders 
wichtig, die konzentrierte Ammonsulfatlésung, welche als Stamm 
lisung fiir die anderen Lésungen verwendet wird, tatsachlich nur be: 


Zimmertemperatur zu sdttigen. (Dies gilt besonders auch fiir die bei 
der Nephelometrie verwendete Lésung.) Schon durch eine mabige 
Erwarmung der Lésung, besonders aber durch Aufkochen, wird die 


Léisung sauer und man erhilt ganz falsche Resultate. Wir verfahren 
jetzt in der Weise, daB destilliertes Wasser mit der nétigen Menge 
Ammonsulfat (cryst. puriss.) iiber Nacht im Schiittelapparat geschiittelt 
ind dann filtriert wird 

Zur Fallung des Globulins versetzen wir 5 ccm Plasma mit 5 cem 
einer gesittigten und 25 bis 40 cem einer halbgesattigten Ammon 
sulfatlésung. 

Die Fibrinogenfraktion (Fibrinogen + Fibrinoglobulin) wird aus 
l0cem Plasma durch Hinzufiigen von 3.25ccem der gesittigten 
und 25 bis 40 ccm einer zu 27 °., gesittigten Ammonsulfatlésung gefallt. 

Die Fallungen erfolgen in Becherglasern und miissen zugedeckt 
mindestens 24 Stunden stehen, da man sonst zu kleine Werte bekommt 
Die Niederschiaige werden quantitativ auf abgewogenem und getrocknetem 
Filtrierpapier (am besten Schleicher und Schiill Nr. 575) gesammelt 
und mit den zugehérigen Ammonsulfatlésungen so lange gewaschen 
bis die Waschfliissigkeit keine EiweiBreaktionen mit Sulfosalicylsaure 
gibt, und zwar das Gesamteiweif mit einer sauren Ammonsulfatlésung 
konzentrierte Ammonsulfatlésung 4- n/5 HCl zu gleichen Teilen), die 
Globulinreaktion mit einer halbkonzentrierten und die Fibrinogen 
reaktion mit einer viertelkonzentrierten Lésung (genauer: 27 ",,) 

Die ausgewaschenen Niederschlage werden nun auf dem Filtrier- 
papier in dem Trichter durch einstiindiges Erhitzen im Trockenschrank 
auf 110 bis 115°C koaguliert, dann mit heibem destillierten Wasser 
so lange gewaschen, bis die Waschfliissigkeit mit Vesslerschem Reagens 
keine Reaktion mehr gibt. Dann wird bei 110°C bis zur Gewichts- 





484 St. Rusznyék u. J. Erdés: EiweiBfraktionen des Blutes. 


konstanz getrocknet (2 bis 3 Stunden) und in geschlossenen Gef {le 
gewogen. 

In der folgenden Tabelle haben wir die Ergebnisse unserer Unte; 
suchungen zusammengestellt. Die Zahlen bedeuten die Mittelwert, 
von je zwei Bestimmungen. Verwendet wurde ausschlieBlich Mens: 


blut 











Gravimetrie Nephelometrie 
Ver. es — . 
such Albumin Globulin Fibrinogen Albumin Globulin Fibrinogen 
"lo %o ae "lo ° 

l 54,78 38,78 7,36 54,75 36,21 7,04 
2 64,08 31,00 4,93 59,00 35,69 5,31 
3 74,65 2,89 75.60 22.43 2.57 
4 60,22 5,12 65,25 29,18 5,57 
5 57,36 4,20 59,75 35,52 4,7 
6 61,40 4.48 61.75 33,48 4.77 
7 50,24 14,53 47,50 36,76 15,18 
8 72,43 19,00 8,18 73,75 18,61 7,64 


Zusammenfassung. 


Die nephelometrische Bestimmung der Eiweibfraktionen in 
Blutplasma ergibt eine anffallend gute Ubereinstimmung mit der 
gravimetrischen Methode'. 


Literatur. 


1) Rusznyadk, diese Zeitschr. 141, 479, 1923. 2) Rusznyadk, Bara 
und Kiirthy, Zeitschr. f. klin. Med. 98, 337, 1924. 3) Rusznydk und Duzdr 
Monatsschr. f. Kinderheilkde. 28, 25, 1924. — 4) Téth, Arch. f. Gyniicol 
123, 623, 1925. 5) Réna und Kleinmann, diese Zeitschr. 140, 461, 1923. 
6) Rusznydk, ebendaselbst 144, 147, 1924. 7) Siissmann, Arch. f. Kinder 
heilkde. 76, 172, 1925. 


* Auch die schénen Untersuchungen von F. L. Oudendal (Het bepalen 
der prognose bij Tuberculose door physisch-chemisch onderzoek van het 


bloedserum. Inaug.-Diss. Leyden 1928) zeigen eine gute Ubereinstimmung 


der nephelometrischen und der Mikrokjeldahlmethode. 
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Untersuchungen iiber die Blutzuckerregulation beim Siugetier. 


lll. Mitteilung: 


Die Einwirkung von erhéhter AuBentemperatur auf das Verhalten des Blut- 
zuckers von Kaninchen und Hunden. 


Von 
Paul Weyl. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat 
Kdln.) 


(Eingegangen am 27. Dezember 1928.) 


Mit 3 Abbildungen im, Text. 
‘ 

In den vergangenen Jahren 1926 bis 1928 wurden im hiesigen 
Institut Untersuchungen tiber den EinfluB der AuBentemperatur auf 
den Blutzuckergehalt vorgenommen und in den letzten Monaten speziell 
die Einwirkung kalter AuBentemperatur auf den Blutzuckergehalt 
von Hund und Kaninchen untersucht!. Im Anschlu® hieran sollte 
von mir die Beeinflussung des Blutzuckergehalts durch Einwirkung 
erhéhter AuBentemperatur festgestellt werden. Es sollte hierbei nur 
die Einwirkung einer erhéhten AuBentemperatur, nicht einer Erhéhung 
der Kérpertemperatur im allgemeinen gepriift werden, wenn auch in 
manchen Fillen die Kérpertemperatur des untersuchten Tieres durch 
eine zu hohe AuBentemperatur sich deutlich erhéht zeigte. Dies ist 
in den Protokollen stets vermerkt worden. Jedenfalls wurde zunachst 
das Verhalten des Blutzuckers bei experimentell erzeugtem Fieber 
anderer Art von mir nicht untersucht. 

Die ersten genaueren Untersuchungen tiber den EinfluB warmer Auben- 
temperatur auf den Blutzuckergehalt waren die von Embden, Laithje und 
Liejmann mitgeteilten?. Diese Autoren konnten als Ergebnis ihrer Versuche 
an Hunden feststellen, daB der Blutzuckergehalt bei Aufenthalt der Tiere 
in warmer Temperatur erheblich niedriger war als beim Verweilen in kalter 
Umgebungstemperatur. In der Folge wurde diese Angabe verschiedentlich 


1 B. Kisch, A. Simons, P. Weyl, diese Zeitschr. 204, 179, 1929. 
2 G. Embden, H. Liithje, E. Liejmann, Hofmeisters Beitr. 10, 265, 1907. 
Biochemische Zeitschrift Band 206. 32 
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nachgepriift. Es fand Senator’ bei Erwirmung zweier Kaninchen im ] 
schrank bei Temperaturen zwischen 30 und 35° eine deutliche Zuni 
des Blutzuckergehalts. Weiterbin stellten Rolly und Oppermann? }y i; 
Menschen nach Steigerung der Kérpertemperatur durch halb- bis 
stiindige Gliihlichthider von etwa 50° einen Anstieg des Blutzuckerge} 
fest. Auf ahnliche Befunde J. Léwys* beim Menschen komme ich weiter 
unten zu sprechen. In neuerer Zeit wurde von japanischer Seite zuerst vo 
Sakaguchi* die klimatische Beeinfluibarkeit des Blutzuckers untersuc} 
Sakaguchi und seine Mitarbeiter konnten feststellen, daB der Blutzucker 
gehalt des Pferdes mit den Jahreszeiten weder bei Scmmerwarme noc} 
Winterkalte deutliche gesetzmaBige Schwankungen zeigt. Weiterhin konnt: 
M. Taya*® am Kaninchen in Reihenuntersuchungen mittels Mikroblutzucke: 
bestimmungen feststellen, daB der Blutzucker ebensowoh! bei leichter }; 
warmung auf 25 bis 29° ohne Veriinderung der Kérpertemperatur, wie auc} 
bei starker Warmeeinwirkung von 30 bis 35° mit Erhéhung der Kérper 
temperatur, anfangs ansteigt, in etwa 1 bis 3 Stunden sein Maximw 
erreicht und dann langsam wieder zur Nerm absinkt. Zu den gleiche: 
Feststellungen kem auch O. Asakawa*® bei seinen Kaninchenversuche: 
Ferner hat EF. Geiger’ neuestens bei Kaninchen festgestellt, daB eine a! 
mihliche Steigerung der AuSentemperatur den Blutzuckergehalt des 
Kaninchens nicht andert, | ei plétzlicher Steigerung der AuBentemperat ur 
tritt meist Hyperglykimie auf, die nicht der Steigerung der Kérper- 
temperatur parallel geht. Er fiihrt diese Hyperglykimie auf psychiscly 
Faktoren und Dyspnoe zuriick. An Hunden wurden die alten Angaben 
von Embden, Liithie und Liefmann seither meines Wissens lediglich von 
Schwarz und Kaspar*® nachgepriift. Sie konnten keine typische Beeinflussung 
des Blutzuckers beim Hunde durch (geringe) Steigerungen der Aufen 
temperatur erzielen. 


Im folgenden sollen die Ergebnisse der im hiesigen Institut auf 
Anregung und unter Leitung von Prof. B. Kisch an Hunden und 
Kaninchen angestellten Untersuchungen iiber die Beeinflussung des 
Blutzuckergehalts durch Warmeeinwirkung mitgeteilt werden. 


Methodik. 


Als Versuchstiere wurde eine groBe Anzahl mannlicher und weiblicher 
Kaninchen (dunkelhaarige Tiere und Albines) verwandt; zu einem Teile 
der Untersuchungen wurden wieder die bei unseren Versuchen iiber di¢ 
KAalteeinwirkung auf den Blutzuckergehalt verwandten Kaninchen Nr. 35, 
36, 37, die sich in zahlreichen Versuchen schon an die notwendigen Blut 


1 H. Senator, Zeitschr. f. klin. Med. 67, 253, 1909. 

* Rolly und Oppermann, diese Zeitschr. 48, 200, 1913. 

3’ J. Léwy, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 120, 131, 1916. 

* K. Sakaguchi, I. Hayashi, S. Jezima, Mitt. a. d. med. Fakultét Tokio 
20, 61, 1918. 

5 M. Taya, The journ. of Biochem. Tokio 1, 479, 1922. 

* O. Asakawa, Mitt. a. d. med. Fakultét Tokio 25, 527, 1921. 

? E. Geiger, Klin. Wochenschr. 4, 1265, 1925; Arch. f. exper. Patho). 
u. Pharm. 121, 67, 1927. 

* C. Schwarz und E. Kaspar, Biol. gener. 3, 689, 1927. 





gesetz 
kaste! 
viel g 
rum 
erat 
mit 
ren! 


hent 
Versi 
n de 
lem] 
Hohe 
platt 
inbe 
stim 
Ohrv 
edet 
hres 
Wah 
sofor 
wure 
nach 
vert 
laue 


ist 1 


des 


legy 
kas 





Blutzuckerregulation beim Séugetier. ILI. 487 


enthahmen gewoéhnt hatten, benutzt; und auch die iibrigen Kaninchen 
straubten sich nur wenig gegen die notwendigen Manipulationen. Ferner 
ienten mehrere Hunde zu unseren Versuchen, unter diesen auch der schon 
it 1926 zu ahnlichen Versuchen verwandte Hund Méppi. Die Unter- 
suchungen tiber Warmewirkung auf den Blutzuckergehalt wurden in den 
Herbst und- Wintermonaten 1928 ausgefiihrt. Uber Nacht verblieben die 
liere wahrend der warmeren Zeit in Stoffwechselkifigen im Stall. Bei 
Kintritt kalterer Witterung wurde das Tier vor dem Versuch im Kafig 
iber Nacht im geheizten Zimmer gehalten, bei Zimmertemperaturen, die 
in den Versuchsprotokollen vermerkt sind. Vor Beginn des Versuches 
ungerten die Tiere 15 bis 20 Stunden, wie jeweils aus den Versuchs 
protokollen zu ersehen ist. Zuerst wurde am Morgen bei dem ruhig da 
sitzenden Tiere Blut entnommen, es wurde sodann die rektale Temperatut 
festuestellt, und gleich darauf wurde das Tier in den Warmekasten ein- 
vesetzt. Der Warmekasten war in folgender Weise angeordnet: Ein Metall 
kasten, in dem das Tier bequem sitzen konnte, befand sich in einem zweiten 
viel gréBeren Metallkasten, der auf vier EisenfiiBen stand. Der Zwischen- 
raum zwischen den beiden Kasten war mit Wasser von bestimmter Tem 
peratur angefiillt. Die Seitenwinde des gréBeren Metallkastens waren 
mit Asbest umgeben, und unter seiner Bodenflache wurden zwei Bunsen 
renner aufgestellt, die zur Konstanterhaltung der Wassertemperatur 
lienten. Die Temperatur des umgebenden Wassers war waihrend der ganzen 
Versuchsdauer um etwa 1 bis 2° héher als die Lufttemperatur des Kastens, 
n dem das Tier saB. Durch Regulierung der Feuerung war es méglich, die 
lfemperatur im Luftraum des inneren Kastens auf der jeweilig nétigen 
Hohe konstant zu erhalten. Beide Metallkasten wurden mit einer Asbest- 
platte oben zugedeckt, jedoch so, da® fiir den nétigen Luftzutritt zur 
inbehinderten Atmung gesorget war. Bei der Blutentnahme, die in be- 
stimmten, aus den Versuchsprotokollen ersichtlichen Abstéinden aus der 
Ohrvene erfolgte, verblieb das Tier in dem Wiarmekasten. Es wurden bei 
eder Blutentnahme zwei Parallelblutproben bestimmt. Zur Feststellung 
ihres Zuckergehalts diente die von Hagedorn und Jensen angegebene Methode. 
Wahrend der ganzen Versuchsdauer blieben die Tiere ohne Nahrung; und 
sofort nachdem das Tier aus dem Warmekasten herausgenommen wurde, 
wurde wiederum die rektale Temperatur festgestellt und eine Zeitlang 
nach Beendigung der Erwarmung noch das Verhalten des Blutzuckers 
verfolgt. In vielen Versuchen haben wir auch wahrend der ganzen Versuchs- 
lauer die Kérpertemperatur der Tiere bei jeder Blutentnahme gemessen. 


% P . - . . - . « 
Uber die Anordnung bei 40stiindiger Erwirmung des Tieres auf 30° 
ist weiter unten noch die Rede. 


Versuchsergebnisse. 


a) Versuche an Kaninchen. 


Zuerst sei iiber den Verlauf der Blutzuckerkurve bei Erwarmung 
des Kaninchens berichtet, und als Beispiel diene die genauere Dar- 
legung des Versuches C 41, der mit Kaninchen Nr. 35 bei einer Wiarme- 
kastentemperatur von 36° angestellt wurde. 

Das seit 15 Stunden niichterne Tier hatte vor Einsetzen in den Warme- 
kasten einen Blutzuckergehalt von 0,121. Alle mitgeteilten Zuckerprozent- 

82° 
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zahlen sind Mittelwerte aus zwei gut ubereimstimmenden Parallelh: 
mungen. Nach dieser ersten Entnahme wurde das Tier in den im met 
schen Teile beschriebenen Warmekasten hineingesetzt und blieb wa! 
seines siebenstiindigen Aufenthalts in der Warme und noch 2 Stu 
nachher niichtern. Die erste Blutentnahme im Kasten, die nach ', St 


" 
erfolgte, zeigte mit 0,146 bereits eine Steigerung des Blutzuckerge 


le 


nach %% Stunde 0,152, nach I Stunde 0,155, nach 1%, Stunden 06.142 
Damit hatte er den Héhepunkt seines Anstiegs erreicht und sank lanysa 
wieder ab. Er betrug nach 2 Stunden 0,148, nach 21, Stunden 0,136, na 
3 Stunden 0,134, nach 31, Stunden 0,131, nach 4 Stunden 0,128, na 
5 Stunden 0,130 und erreichte nach 7 Stunden wieder seinen Ausgangs 
wert 0,122. Nach diesem siebenstiindigen Aufenthalt des Tieres in eine) 
Umgebungstemperatur von 36° wurde es aus dem Kasten herausgenomme; 
es wurde nun fiir weitere 2 Stunden das Verhalten seines Blutzuckers }y 
einer Zimmertemperatur von 19° verfolgt. ', Stunde nach Herausnalhm, 
aus dem Warmekasten war der Blutzuckergehalt 0,121, nach 4, Stund 
war ein leichter Anstieg auf 0,133 feststellbar, der aber schon nach | Stun 
in Zimmertemperatur wieder auf 0,122 zuriickging. Nach 1, Stunde: 
war der Blutzuckergehalt 0.121 und nach 2 Stunden 0,120. Nach jeder 
Blutentnahme wahrend des Aufenthalts im Warmekasten und nachhe 
wurde in diesem Versuch bei dem Kaninchen auch die rektale Temperaty: 
gemessen, um zu sehen, ob sich Beziehungen zwischen dem Verhalten «: 
Kérpertemperatur und des Blutzuckers feststellen lieben. Die Temperaty 
zeigte folgende Werte: Vor Beginn des Versuches 39,2°, 44 Stunde nac} 
Einsetzen in den Warmekasten 40,1°, nach 4, Stunde 40,15°, nach 1 Stunde 
40,3°. nach 14, Stunden 40,1°, nach 2 Stunden 40,2°, nach 24, Stunder 
40,45", nach 3 Stunden 40,45°, nach 4 Stunden 40,65°, nach 5 Stunder 
40,5°, nach 7 Stunden 40,2°. Das Tier wurde nun aus dem Warmekaster 
genommen. ', Stunde spater war die Rektaltemperatur 39,7°, nac! 
4 Stunde 39,5°, nach 1 Stunde 39,5°, nach 14, Stunden 39,4°, nact 
2 Stunden 39,3°. 


Somit war keine Parallelitat oder Gegensatzlichkeit regelmabiger 
Art beziiglich Blutzucker und Kérpertemperatur in diesem Versuc! 
festzustellen; und das gleiche sahen wir bei den anderen von uns aus 


- y ° BR ¥ ° P . " 
gefiihrten Versuchen, in vélliger Ubereinstimmung mit den Erfahrunge: 
von Geiger und von Schwarz und Kaspar 


In der hier geschilderten Weise wurden im ganzen 27 Versuch 
an acht verschiedenen Kaninchen ausgefiihrt. Das Ergebnis war, wit 
die Beispiele der Tabelle I zeigen, in allen Versuchen das gleiche. Es 
kam nach dem Einsetzen der Tiere in den Warmekasten zu einer mehr 
oder weniger deutlichen primaren Hyperglykamie, und in den meisten 
Fallen — mit wenigen weiter unten beschriebenen Ausnahmen 
erreichte der Blutzuckerspiegel nach langerem Aufenthalt der Tier 
in der Warme wieder sein normales Niveau. Nach Herausnahme aus 
dem Warmekasten war bei dieser Art der Versuchsanordnung meist 
nur eine geringe kurzdauernde Steigerung des Blutzuckers festzustelle: 
manchmal fehlte diese auch ganz. 
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Sowohl die Héhe als auch die Dauer der primar in Erschei),\) 


stellen konnten, von verschiedenen Faktoren abhangig. Einmal zei rte; 
die Tiere individuell sehr starke Verschiedenheiten im Verlauf de 
hyperglykaimischen Kurve; bei dem einen Kaninchen entwickelte sic} 
die primaire Hyperglykiimie sehr schnell und erreichte einen hohep 
Gipfel bei Einwirkung von 36° (siehe z. B. Versuch C€ 41), bei einem 
anderen Tiere trat unter Einwirkung der gleichen AuSentemperatu 
stets nur eine langsam sich entwickelnde und viel geringgradiger 
Hyperglykamie in Erscheinung (siehe z. B. Versuch © 57). Dany 
zeigte auch dasselbe Tier bei wiederholter Einwirkung der gleiche: 
AuBentemperatur durchaus nicht einen genau gleichmaBigen Verlaut 
der hyperglykamischen Kurve. 

Einen sehr wesentlichen Einflu8 auf Art und Starke der primiren 
Erwarmungshyperglykaimie hat, wie wir sahen, meist die Héhe der auf 
das Kaninchen einwirkenden Umgebungstemperatur. Sehr deutlich 
geht das aus der graphischen Aufzeichnung der am Kaninchen Nr. 35 
bei Temperaturen von 22, 33, 35, 36 und 37° gewonnenen Unter. 
suchungsergebnisse hervor, die Kurve 1 darstellt. Man ersieht aus ihr 
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Abb. 1. 
Verhalten des Blutzuckers von Kaninchen 35 bei und nach 7 stiindiger Erwarmung im Warme:- 
kasten von verschiedenen Temperaturen. 
+= 33. x——x = 35°, O---O = 4. @—O = 37 
Zeit in Std Blutzucker in mg-®/ 9. 
Bei ¥ kommt das Tier in den, bei A aus dem Warmekasten. 
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daB mit steigender Héhe der AuBentemperatur die auftretende Hyper- 
glykaimie immer hochgradiger und linger anhaltend wird. Bei jedem 
Versuch dieser Untersuchungsreihe war die primar auftretende Hype: 
glykamie im weiteren Verlauf der Warmewirkung von einem langsamen 
Absinken des Blutzuckerspiegels zur Norm gefolgt. 

Um festzustellen, ob auch das Einsetzen des Kaninchens in den 
Kasten und das Herausheben allein schon, auch ohne Anderung der 
Umgebungstemperatur, von EinfluB auf den Blutzuckergehalt ist, 
wurde das Tier Nr. 35 bei einer Zimmertemperatur von 22° in den 
ungeheizten Kasten eingebracht; und da zeigte sich, abgesehen von 


ihg 


tretenden Hyperglykamie bei Wiarmeeinwirkung waren, wie wir {est. 
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einigen geringfiigigen Schwankungen des Blutzuckers im Sinne einer 
miligen, nur kurz dauernden Steigerung kurz nach dem Einsetzen 
und Herausnehmen aus dem Warmekasten (siehe Kurve 1), keine 
nennenswerte Beeinflussung des Blutzuckergehalts. 

In allen bisher mitgeteilten Versuchsergebnissen folgte auf die 
primaire Hyperglykimie im Verlauf einiger Stunden trotz weiterer 
Wdrmeeinwirkung eine Riickkehr der Blutzuckerkurve zu normalen 
Werten. Dies verhielt sich jedoch, wie wir feststellen konnten, anders, 
wenn die Warme lebensbedrohliche Erscheinungen am Tiere hervorrief. 

So wurde z. B. das seit 16 Stunden niichterne Albinotier Nr. 1 nach 
vorheriger Feststellung eines Blutzuckergehalts von 0,106 in eine Warme- 
kastentemperatur von 37° gebracht ; die vorher gemessene Rektaltemperatur 
betrug 39,1°. Das Tier reagierte, wie wir schon friiher festgestellt hatten, 
auf Erwairmung mit nur geringgradiger Hyperglykaimie. Die im Verlauf 
der Warmewirkung ermittelten Blutzuckerwerte waren folgende: Nach 
1, Stunde 0,115, nach %% Stunde 0,118, nach 1 Stunde 0,115, nach 
14, Stunden 0,109, nach 2 Stunden 0,114, nach 2% Stunden 0,125, nach 
3Stunden 0,120, nach 3% Stunden 0,121. nach 4 Stunden 0,124, nach 
5 Stunden 0,119. 10 Minuten nach dieser letzten in der Warme erfolgten 
Entnahme macht das Tier einen so erschépften Eindruck, daB es wegen 
anscheinender Lebensgefahr aus dem Warmekasten entfernt wurde. Die 
sofort gemessene Rektaltemperatur betrug 42,1°. 1 Stunde spater bei 
einer Zimmertemperatur von 21° war der Blutzuckergehalt 0,114, 
1% Stunden spaéter 0,103 und 2 Stunden spater 0,104. 

Es zeigt also dieser Versuch, daB bei einer Warmewirkung, die 
das Leben des Tieres gefahrdet, die in den anderen Versuchen immer 
beobachtete der primiren Hyperglykamie bald nachfolgende Blut- 
zuckersenkung nicht eintrat. Der Blutzuckerspiegel hielt vielmehr in 
diesem Falle nach anfinglicher geringer Schwankung sein erhéhtes 
Niveau bei. Noch viel deutlicher wird dies Verhalten des Blutzuckers 
bei einem zweiten mit Kaninchen Nr. 37 bei 37° angestellten Versuch, 
nach dessen Beendigung das Tier schnell zugrunde ging. Abb. 2 gibt 
in graphischer Darstellung den Verlauf der Blutzuckerkurve des Tieres 
Nr. 37 bei diesen beiden Versuchen, sowie bei Einwirkung von 35° auf 
das gleiche Tier wieder. 

Vor Einsetzen in den Warmekasten war der Blutzuckergehalt des 
seit 15 Stunden niichternen Tieres 0,109, und schon nach 5 Minuten Aufent- 


halt in der Temperatur von 37° war er auf 0,149 gestiegen und, wie aus der 
Nach 2% Stunden war mit 0,237 


Kurve ersichtlich, schnell noch héher. 
Darauf sank die Kurve 


das Maximum der Blutzuckersteigerung erreicht. 
ein wenig ab, nach 4 Stunden betrug der Blutzuckerwert aber immer noch 
0,197, um am Ende der fiinften Stunde etwa 20 Minuten vor dem Tode 
les Tieres wiederum den héheren Wert von 0,209 zu erreichen. 10 Minuten 
vor seinem Tode wurde das bis dahin sich ruhig verhaltende Tier auber- 
ordentlich unruhig, es versuchte aus dem Warmekasten zu entfliehen, gab 
laute Schreie von sich und ging, aus dem Kasten herausgehoben, binnen 
Minuten unter starken klonischen Krimpfen zugrunde. Die Rektal- 


etwa 2 
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temperatur, die sofort nach Herausnahme aus dem Kasten gemessen w 
betrug 42,5°; die Rektaltemperatur vor Einsetzen in den Warmeka 
war 39°. AuBerordentlich schnell, wenige Minuten nach dem Tode s 
setzte die Totenstarre ein. Die Sektion, die einige Stunden spater 
genommen wurde, ergab folgenden pathologischen Lungenbefund: An 
linken Lunge war der Oberlappen normal, die ganze iibrige Lunge 
atelektatisch. Die rechte Lunge war nahezu vollkommen atelektatisch. 
die Rander waren stellenweise in ganz begrenzten Bezirken stark aufgebl: 
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Abb. 2. 
Erwirmungsversuch an Kaninchen 37. 
)---C2 Verlauf der Blutzuckerkurve bei 6 stiindiger Einwirkung von 35' 
@—@ Bei Wairmeeinwirkung von 37°. 
x x Ebenfalls bei Einwirkung von 37°. Im AnschluB an diese Wiarmeeinwirkun, 
von 37° ging das Tier zugrunde. 
Zeit in Std. Blutzucker in mg-"/, 





Dieser Versuch zeigt also in aller Deutlichkeit das Fehlen eine: 
Riickkehr der Blutzuckerkurve zum Ausgangswert bei Lebensgefahrdung 
des Tieres durch die Erwirmung. Die Kurve 2 zeigt auch den Verlauf 
zweier friiher mit demselben Tiere vorgenommenen Erwarmungs 
versuche. Das eine Mal wirkte eine AuBentemperatur von 35° auf das 
Tier ein, das andere Mal eine solche von 37°. In keinem dieser beide: 
Falle war der Zustand des Tieres auch nur annahernd so elend, wie be: 
der letzten, letal endenden Erwarmung. Man sieht, dab die Hyper 
glykamie bei den beiden ersten Erwarmungsversuchen nur relativ gering 
ist (etwa 20°,, des Ausgangswertes), doch sieht man, daB auch bei der 
erstmaligen Einwirkung von 37° Aubentemperatur die Blutzucker- 
kurve auch nach 6 Stunden noch nicht zur Norm zuriickgekehrt war 
sondern sich auf der maximalen Hohe dieses Versuches hielt. 

Um festzustellen, wie schnell die jedesmal unter Warmeeinwirkung 
beim Kaninchen auftretende primaire Hyperglykamie entsteht, wurden 
fiinf kurzfristige Erwarmungsversuche bei 35, 37 und 38° ausgefiihrt 
in deren einstiindigem Verlauf wahrend der ersten halben Stunde alle 
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Minuten, und wahrend der folgenden halben Stunde alle 10 Minuten 
Blut entnommen wurde. In allen Fallen (siehe Tabelle Il) zeigt sich 
schon nach 5 bis 10 Minuten Aufenthalt in der Warme ein mehr oder 
weniger deutlicher Blutzuckeranstieg, der im weiteren Verlauf der 
krwarmung noch deutlich bald schneller, bald langsamer zunimmt; 
nur Kaninchen Nr. 36 zeigt bei Erwarmung auf 35° schon nach 
>) Minuten das Maximum der einstiindigen Blutzuckersteigerung 


Das Verhalten des Blutzuckers wurde von uns, wie aus den voran- 
gehenden Tabellen und Kurven hervorgeht, fast stets auch noch 
2 Stunden nach der Herausnahme des Tieres aus der Warme bei Zimmer 
temperatur weiter verfolgt, um festzustellen, ob durch starke Erwdrmung 
verschiedener Dauer etwa auch noch nachtragliche Blutzucker- 
steigerungen zustande kommen. Es zeigte sich da folgendes: 

1. Nachdem im Warmekasten bei siebenstiindiger Erwarmung 
die Blutzuckerkurve nach anfanglicher Erhebung wieder auf ihren 
Ausgangswert gesunken war, stieg der Blutzuckergehalt in vielen 
Fallen '/, bis '/, Stunde nach Herausnahme aus dem Kasten erneut 
ein wenig an, erreichte aber in diesem, der Erwarmung nachfolgenden 
Anstieg niemals die hohen Werte, wie im Warmekasten, und sank sehr 
bald wieder zur Norm ab. Die Kérpertemperatur war in den Fallen, 
in denen sich eine deutliche Temperatursteigerung durch die Warme- 
einwirkung feststellen lieB, schon '/, Stunde nach Herausnahmie aus 
dem Wirmekasten deutlich gesunken und erreichte bald wieder die 
vor Beginn der Erwairmung festgestellten Werte. 

2. Das Verhalten des Blutzuckers nach Herausnahme aus der 
Warme war jedoch, wie sich feststellen lieB, ein ganz anderes, wenn 
das Kaninchen nur fiir 1 Stunde in eine Warmekastentemperatur von 
38° gebracht worden war, also kurzdauernd, aber sehr hochgradig 
erwirmt wurde. Eine linger dauernde Erwarmung auf 38° konnte 
den Tieren wegen lebensbedrohlicher Symptome nicht zugemutet 
werden. Es zeigte sich bei kurzer Einwirkung sehr hoher Temperatur, 
nach der Herausnahme aus dem Kasten, bei Zimmertemperatur immer 
noch ein weiterer Anstieg der Blutzuckerkurve auf so hohe Werte, 
wie sie bei der einstiindigen Erwarmung im Kasten bei diesen Ver- 
suchen nicht aufgetreten waren. Das Maximum dieses Blutzucker- 
anstiegs wurde erst nach 30 bis 60 Minuten erreicht und war gefolgt 
von einem langsamen Absinken der Blutzuckerkurve bis zu normalen 
Werten. In Abb. 3 sind diese Beobachtungen graphisch dargestellt. 
Sie entsprechen voéllig den Beobachtungen O. Léwys' am Menschen bei 
kurzdauernder Einwirkung einer AuBentemperatur von 60 bis 70°C, 


1 O. Léwy, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 120, 167, 1916. 
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Die Wirkung und Nachwirkung eines kurzen Aufen:)a):dq kuine 
3 . s - Blutzucker. Erwa 
Kaninchen _ ce . a : 
d E = “ S 
Versuch 2 5 & E ae 
3 8 g 3 2 > 5 10 15 20 25 
Nr Z r = 
K 36 7 910 350 9 39 39 xm ( 
Ic 58 16h 21 35° «0,121 0,132 0131 01382 0129 0130 0 
Nts 1S 20 BT 0,109 0,149 0,155 0,180 0 
Albino 2 99 19 88 0,108 0,112 0117 0,118 20 01 
C 62 22 i ‘ 112 0,117 O18 0,114 0,120 O12 
Albino 6 - 9 3 ) 9 0 %" 9 15 ar 
C 74 15 i 38 = 0,119 0,129 0,126 0,128 0,131 0,133 0.138 
— 16 19 88 0,109 | 0,118 0,119 0,118 0118 0.119 0,125 
ri 16 19 35 0,109 0,115 O118 2 
Die K6rpertemperatur, die méglichst bei jeder Entnahme nach Ent 


fernung des Tieres aus dem Kasten gemessen wurde, verhielt sich, wi 
z. B. Versuch C 74 zeigt, meist folgendermaBen: Das Tier kommt aus dem 
Kasten, Temperatur 40,2°, 10 Minuten spaéter 40,2°, 20 Minuten spater 39,7°, 
30 Minuten spater 39,6°, 45 Minuten spater 39,55°, 1 Stunde spater 39,4°, 
114 Stunden spéter 39,4°, 2 Stunden spiter 39,2°. Versuch C77. Das 
Tier kommt aus dem Warmekasten, Temperatur 40,1°, 30 Minuten spater 


38,9°, 45 Minuten spater 38,8°, 1 Stunde spater 38,7°, 2 Stunden spater 38,6°. 


Es war somit, wie Tabelle II zeigt, die Kérpertemperatur zu einer 
Zeit schon zur Norm zuriickgekehrt, zu der der Blutzucker noch im 
Ansteigen begriffen war. Um festzustellen, ob auch schon eine ein- 
stiindige Erwirmung auf niedrigere Temperatur (z. B. 35°) geniigt, 
um nach der Herausnahme aus dem Warmekasten einen derartigen 
nachtraglichen Blutzuckeranstieg auszulésen, wie er nach einstiindiger 
Warmeeinwirkung von 38° aufgetreten war, haben wir Albino Nr. 6 
in Versuch C 82 (siehe Tabelle Il) 1 Stunde lang in eine Temperatur 
von 35° gebracht. Wiahrend des Aufenthalts im Warmekasten stieg 
der Blutzuckergehalt ein wenig an, dieser Anstieg war aber schon 
bei der Entnahme, die 20 Minuten nach der Herausnahme aus der 
Warme erfolgte, ganzlich verschwunden und blieb es auch weiterhin 
wihrend der 2 Stunden dauernden Beobachtung. Es konnte also bei 
einstiindiger Erwarmung auf nur 35° kein bemerkenswerter nach- 
triglicher Blutzuckeranstieg mehr festgestellt werden, sondern dies 
war nur bei kurzer Einwirkung sehr hoher (38° C) Temperatur zu beob- 


achten. 
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inchen in einem Raum mit sehr hoher Temperatur. 





Temperatur 


Blutzucker. Aus der Warme seit Min an 
des Tieres 


vor sotort 
der nach 


Erwarmung 
0,133 38,6° 39,7° 
0,206 
0,129 0,125 0,128 0,138 0,140 0,132 38,1 40,8 
0,188 0,150 0,159 0,182 175 0,174 0,156 0,131 39,0 40,2 
0,131 0,141 0,140 142 0,143 0,127 0,122 39,1 40.1 
0,121 0.115 0111 0,109 : 0.111 0,109 0,108 38,6 39.4 
Da somit festgestellt war, da8S kurzdauernde Erwirmung eines 


Kaninchens eine primare Hyperglykamie hervorruft, die bei gutem 
Befinden des Tieres nach wenigen Stunden trotz fortdauernder Warme- 


einwirkung spontan schwindet, so bemiihten wir uns, auch dariiber 
AufschluB zu erhalten, wie sich der Blutzucker des Kaninchens bei 
sehr lange dauernder Einwirkung hoher Aubentemperatur verhalt. 
Zu diesem Zwecke wurde ein 40stiindiger Erwarmungsversuch (C 83) 


vom 28. bis 30. November mit Albino Nr. 5 vorgenommen. 


Dem Tiere wurde am 28. abends, 5 Stunden nach der letzten Nahrungs- 
aufnahme, Blut entnommen, dessen Zuckergehalt mit 0,109 festgestellt 
wurde. Die rektale Temperatur betrug 39,2°. Darauf kam das Kaninchen 
in einen groBen, elektrisch geheizten Brutschrank, Modell Herdus, in dem 
wihrend der ganzen Versuchsdauer eine Temperatur zwischen 28 und 30° 
herrschte. Die Tiir des Brutschranks blieb zu ausreichender Luftzufulhr 
ein wenig geéffnet. Die nun folgenden 40 Stunden verblieb das Tier auch 
wahrend der Blutentnahme und der Fiitterung im Brutschrank. Die erste 
Blutentnahme nach 19 Stunden ergab Blutzuckergehalt 0,106, um diese 
Zeit war also die vermutlich auch hier vorhanden gewesene primére Hyper- 
glykamie bereits abgeklungen und der Blutzuckerwert wieder normal. 
Die zweite Blutentnahme nach 23% Stunden zeigte einen Zuckergehalt 
von 0,103; sogleich nach dieser zweiten Blutentnahme wurde das Tier 
gefiittert, und nach 4% Stunde wurde ihm das Futter wieder entzogen. 
Die nachste Blutentnahme nach 40 Stunden ergab 0,103 Blutzuckergehalt. 
Dann kam das Tier aus dem Brutschrank (die Rektaltemperatur betrug 
39,4°) sofort in einem Stoffwechselkifig ins Freie in eine Umgebungs- 
temperatur von + 9°. Nach einstiindigem Aufenthalt in dieser kalten 
Temperatur war der Blutzuckergehalt 0,105, nach 2 Stunden 0,107 und 
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nach 3 Stunden 0,104. Das Tier blieb weitere 2 Tage und 2 Nachte im 
Freien bei einer Temperatur von Max. 13° und Min. 9°, wurde jeden Mittag 
gefiittert; es wurde nach dieser Zeit, und zwar 16 Stunden nach der 
letzten Fiitterung, der Blutzuckergehalt noch einmal bestimmt, er betrug 
0,106. 

Es konnte also in diesem Versuche gezeigt werden, daB ein langerer 
Aufenthalt in der Warme den Blutzuckergehalt des Kaninchens voll- 
kommen unbeeinfluBt 14Bt, und es konnten im AnschluB daran auch 
die von B. Kisch, Simons und Weyl! mitgeteilten Befunde erneut 
bestatigt werden, da auch linger dauernde Kalteeinwirkung den 
Blutzuckergehalt des Kaninchens nicht deutlich verindert. 

Bei allen Erwarmungsversuchen, die unter Einwirkung der Tem- 
peraturen von 35, 36, 37, 38° ausgefiihrt wurden, konnten an dem 
erwirmten Tiere zahlreiche St6érungen des Allgemeinbefindens beob- 
achtet werden. Schon beim Aufenthalt in einem Raume von 35° trat 
eine starke Beschleunigung der Atmung in Erscheinung, die gegen 
Ende des Versuches immer ausgesprochener wurde. Bei Einwirkung 
hoherer Temperaturen (36, 37 oder 38°) trat die Polypnoe schon sehr 
bald, etwa 10 bis 15 Minuten nach Einbringung in den Kasten auf und 
erreichte gegen Ende des Aufenthalts in der Wiarme geradezu extreme 
Formen, die Respiration wurde jagend; dabei machte das Tier einen 
somnolenten Eindruck, lag véllig erschlafft am Boden des Kastens 
und schien den Schmerz der Blutentnahipe und auch starkes Kneifen 
nicht mehr zu bemerken. War der Zustand des Tieres also lebens- 
bedrohlich geworden, so wurde es aus dem Kasten herausgehoben, 
um einen tédlichen Ausgang des Versuches zu vermeiden, und der 
Versuch abgebrochen. Diese Empfindlichkeit gegen Warmewirkung 
war deutlich individuell verschieden hochgradig. Wahrend das eine 
Tier eine Temperatur von 37° stundenlang noch einigermaBen gut 
vertragen konnte, zeigte ein anderes Kaninchen schon bei 36° be- 
drohliche Erscheinungen; und auch dasselbe Tier verhielt sich bei 
gleicher Héhe der Umgebungstemperatur an verschiedenen Tagen 
verschieden (siehe Abb. 2). Die Koérpertemperatur schwankte bei Er- 
warmung auf 32 oder 33° nur ganz unbedeutend, aber bei Umgebungs- 
temperaturen von 35 bis 38° lieB sich, wie aus vorstehenden Berichten 
und Tabellen hervorgeht, immer eine betrachtliche Steigerung der 
Koérpertemperatur feststellen, die in ihrer Héhe vom Grad der Er- 
wirmungstemperatur abhing. 

Die Beobachtung dieser Erscheinungen, der Erhéhung der Kérper- 
temperatur und der auftretenden Tachypnoe, legte uns die Frage nahe, 
inwieweit diese Faktoren an der primar in der Warme auftretenden 


Al 


Hyperglykamie beteiligt sein kénnten. Es sind namlich bei Durchsicht 


1 B. Kisch, Simons und Weyl, diese Zeitschr. 204, 179, 1929. 
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der Literatur Angaben zu finden, daB Atembehinderung eine Hyper- 
givkamie zur Folge haben kénne!, und Geiger legt auf diesen Umstand als 
Koeffizienten der Erwarmungshyperglykamie Nachdruck. Der Erhéhung 
der Kérpertemperatur dirfte wohl aus mehreren Griinden kein allein 
maBgebender EinfluB auf die in der Warme entstehende Hyper- 
givkamie zuzuschreiben sein. Einmal namlich trat die Hyperglykimie 
auch in allen jenen Fallen, bei Erwarmung auf 32 oder 33° auf, wo 
es nicht zu einem deutlichen Anstieg der Kérpertemperatur des Tieres 
kam, und zum zweiten fiel in den meisten Fallen starkerer Wirme- 
einwirkung (siehe weiter oben), bei denen eine Erhéhung der Kérper- 
temperatur festgestellt werden konnte, die Blutzuckerkurve trotz 
Erhaltenbleibens dieser hohen Korpertemperaturen nach wenigen 
Stunden wieder zur Norm ab; auch ist, wie schon betont wurde, 
bei den Versuchen kurzer Einwirkung einer Temperatur von 38° zu 
sehen, daB nach dem Herausnehmen der Tiere aus dem Warmekasten 
die Kérpertemperatur schnell wieder zur Norm zuriickkehrt, wahrend 
der Blutzucker noch weiter ansteigt. Was den Einflu® der Tachypnoe 
auf die Blutzuckersteigerung betrifft, so ist auch hierbei zu sagen, 
daB trotz bestehenbleibender, ja gegen Ende des Versuches noch 
stirker werdender Atembeschleunigung die Blutzuckerkurve im 
Wiarmekasten zur Norm absinken kann. Inwieweit die in der Warme 
bei den Kaninchen festgestellte primare Hyperglykamie vom Gly- 
kogengehalt der Leber abhangt, dariiber sollen im hiesigen Institut 
noch weitere Untersuchungen vorgenommen werden 


b) Versuche an Hunden. 


Embden, Liithje und Liefmann haben, wie aus ihrer in der ein- 
leitenden Literaturiibersicht schon angefiihrten Mitteilung uber den 
EinfluB der AuBentemperatur auf den Blutzucker hervorgeht, ihre 
Versuchsergebnisse an Hunden gewonnen; deshalb haben wir unsere 
Untersuchungen auch auf eine Reihe von Hundeversuchen ausgedehnt, 
die zur Vergleichung mit den Ergebnissen von Embden, Liithje und 
Liefmann unternommen wurden. Es erschien die Durchfiihrung dieser 
Erwirmungsversuche mit Hunden um so notwendiger, als sich sowohl 
in Versuchen iiber Kaltesinwirkung auf den Blutzucker, als auch in 
solchen tiber den EinfluB des Hungerns auf die alimentare Hyper- 
glykamie?, die in den vergangenen und in diesem Jahre im hiesigen 
Institut ausgefiihrt wurden, gezeigt hatte, daB unter gleichen Versuchs- 
bedingungen der Blutzucker des Hundes sich anders verhalt als der 


des Kaninchens. 


1 S. Literatur bei L. Pollak. Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderheilkde. 


23, 339, 1923. 
2 B. Kisch, A. Simons und P. Weyl, diese Zeitschr. |. c¢. 
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Zuerst sei das Ergebnis eines 40stiindigen Erwarmungsversuc +s 
(C78) am Hunde Méppi mitgeteilt. 


Dieser Versuch wurde ganz in derselben Art durchgefiihrt, wie 
gleich lange Erwairmungsversuch C 83 mit Kaninchen Nr. 5. Der Vers 
wurde vom 22. bis 24. November ausgefiihrt. Dem Hunde wurde am 2? 
abends, einige Stunden nachdem er zuletzt gefressen hatte, Blut aus (e+; 
Ohrvene entnommen, das 0,091 Zucker enthielt. Darauf wurde M: 
gefiittert und kam nach beendigter Fiitterung in einen groBen, elektri 
geheizten Brutschrank. Die rektale Temperatur zu Versuchsbeginn war 3s 
Wahrend der ganzen 40stiindigen Dauer der Erwairmung war im B: 
schrank eine Temperatur zwischen 30 und 32°, und es wurde auch | 
wie im Kaninchenversuch fiir geniigende Beliiftung des Brutschray ks 
gesorgt. Nach I6stiindigem Aufenthalt des Hundes in der Wiarme » 
der Blutzuckergehalt 0,088. Nach der Blutentnahme trank der Hu: 
65cem Wasser. Nach 17 Stunden Aufenthalt im Warmeschrank B! 
zucker 0,087, nach 20 Stunden 0,091, nach 23%, Stunden 0,086. Nac! 
dieser Blutentnahme wurde Méppi im Brutschrank gefiittert. Am nachste: 
Morgen wurde nach 40stiindigem Aufenthalt in der Warme und 16 Stunde 
nach der letzten Fiitterung ein Blutzuckergehalt von 0,093 festgeste!!; 
Dann kam das Tier (die rektale Temperatur betrug 37,7°) sofort ins Frei: 
in eine Temperatur von + 9,5°. Die nun folgenden Blutentnahmen wurde: 
im Freien ausgefiihrt und es war der Zuckergehalt nach 1, Stunde 0,096, 
nach 4% Stunde 0,095, nach 1 Stunde 0,096, nach 2 Stunden 0,095, nac! 
3 Stunden 0,092. Die nun folgenden 2 Tage und Nachte verblieb der Hund. 
jeden Mittag gefiittert, im Freien bei einer Temperatur von Max. 12° und 
Min. 9°. Der Blutzuckergehalt betrug nach der Zeit und 16 Stunden nach 
der letzten Fiitterung 0,087. 


Es. geht also aus diesem Versuche iibereinstimmend mit dem 
Ergebnis der Kaninchenversuche hervor, daB langdauernde Erwarmung 
auch beim Hunde auf den Blutzuckergehalt keinerlei deutlichen 
dauernden Einflu8 ausiibt. Die Abkiihlung, die zur Uberpriifung der 
von Kisch, Simons und Weyl! mitgeteilten Ergebnisse noch angeschlossen 
wurde, bestatigte durchaus die dort mitgeteilten Befunde, da8 der 
Blutzucker des Hundes in der Kalte fiir die Dauer nicht héher ist als 
bei Zimmertemperatur und, wie wir nun sahen, auch nicht héher als 
nach 40stiindigem Aufenthalt in einer Temperatur von 30 bis 32° 

Wir haben dann noch eine Anzahl Erwarmungsversuche bei Hunden 
ausgefiihrt, die in dem bei den Kaninchen auch angewandten Wirme 
kasten vorgenommen wurden, und bei denen wir auf die Hunde héhere 
AuBentemperaturen einwirken lieBen. Wir wollten bei diesen nur 
kurz dauernden Versuchen hauptsachlich feststellen, ob auch beim 
Hunde bei Einwirkung stark erhéhter AuBentemperatur eine primare 
Hyperglykamie auftritt, wie bei Kaninchen. Es zeigte sich hierbei, 
daB der Hund sich in dieser Hinsicht ganz anders verhilt als das 
Kaninchen. Zur Erlauterung des Verhaltens der Blutzuckerkurve beim 


1 B. Kisch, A. Simons und P. Weyl, diese Zeitschr. 1. c. 
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Hunde diene die genauere Darlegung des Versuches C 76, in dem der 
Hund Hans in einen Warmekasten gebracht wurde, dessen Tem- 


peratur 36° betrug. 


Vorher wurde der Blutzuckergehalt des seit 
Ticres mit 0,103 bestimmt. Die Blutzuckerwerte, die waihrend der sieben- 
stindigen Erwarmung des niichternen Hundes festgestellt wurden, waren 


lwende: Nach 4, Stunde 0,100, nach ¥% Stunde 0,103, nach 1 Stunde 0,098, 
2% Stunden 0,101, 


nach 1% Stunden 0,102, nach 2 Stunden 0,104, nach 2 
ach 3 Stunden 0,105, nach 3% Stunden 0,102, nach 4 Stunden 0,102, 
nach 5 Stunden 0,101, nach 7 Stunden 0,097. 

Der Blutzuckergehalt hatte sich also, wie dieser Versuch lehrt 
von ganz geringen Schwankungen, die ja auch normalerweise auf- 
zutreten pflegen, abgesehen, unter der Warmeeinwirkung nicht ver- 
indert. Und auch nach Herausnahme des Tieres aus dem Wirmekasten 
und weiterer Beobachtung des Verhaltens des Blutzuckers bei 18° 


Zimmertemperatur verharrte er auf seinem normalen Niveau. 


15 Stunden niichternen 


( 


Nach 1, Stunde betrug er 0,093, nach \ Stunde 0,095, nach 1 Stunde 
0,094, nach 1% Stunden 0,095, nach 2 Stunden 0,096. Die Kérpertemperatur, 
vor Erwarmung des Tieres gemessen, war 38,6°, nach der siebenstiindigen 
Erwirmung 39,9° und !, Stunde nach dem Herausnehmen aus dem Warme- 
kasten 39,1°. 

Man ersieht aus diesem Versuch, daB der Aufenthalt in einem 

36° warmen Raume wohl die Kérpertemperatur des Hundes deutlich 
steigert, aber den Blutzucker im Gegensatz zum Ergebnis unserer 
Kaninchenversuche unverandert ]48t. Es stimmt dies véllig mit den 
Angaben von Schwarz und Kaspar (1. c.) iber das Verhalten des Hundes 
iberein. 
In der nimlichen Art und Weise wurden noch acht Versuche an 
drei verschiedenen Hunden bei verschiedenen Erwarmungstemperaturen 
vorgenommen, die, wie aus der tabellarischen Ubersicht Tabelle III 
hervorgeht, alle dasselbe Ergebnis zeitigten. Der Blutzuckergehalt 
des Hundes wurde durch die Einwirkung warmer AuSentemperatur 
innerhalb der Grenzen unserer Versuche nicht verindert; ein geringes 
Absinken des Blutzuckergehalts, das gegen Ende einiger Versuche zu 
beobachten war, diirfte wohl auf die lang dauernde Nahrungskarenz 
zu beziehen sein, da ja in dem oben beschriebenen 40stiindigen Er- 
wirmungsversuch, in dessen Verlauf der Hund gefiittert wurde, ein 
Absinken der Blutzuckerwerte nicht festgestellt werden konnte 

Bei zwei der eben erwihnten Versuche wurden ferner die Hunde 
1 Stunde in eine Temperatur von 38°, also in sehr hohe Warme gebracht 
und nachher das Verhalten des Blutzuckers bei Zimmertemperatur 
noch 2 Stunden lang verfolgt. Im Kaninchenversuch war, wie wir 
festgestellt hatten, bei der gleichen Versuchsanordnung noch nach 
Herausnahme des Tieres aus der Wirme ein bedeutendes Ansteigen der 
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Blutzuckerwerte festzustellen gewesen. Aber beim Hunde konnte, 
wie das aus Tabelle IV hervorgeht, weder waihrend der Dauer dieser 
hochgradigen Erwirmung, noch nachher eine Veranderung des Blut- 
zuckergehalts festgestellt werden. 
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Abb. 3. 
Verhalten des Blutzuckers wihrend und nach einer ! stiindigen EFinwirkung 
von 38° Umgebungst tur auf das Tier. 

@—@ Versuch am Kaninchen Albino 2. O-—— Versueh am Kaninchen Albino 6. 
+ + Versuch am Hunde Méppi 

Der Pfeil bezeichnet den Augenblick der Herausnahme des Tieres aus dem Wirmekasten 
uod Verbringen in Zimmertemperatur. 
Zeit in Min. Blutzucker in mg+®/, 





Bei der Ausfiihrung der Erwirmungen wurden auch beim Hunde 
wie beim Kaninchen Stérungen des allgemeinen Wohlbefindens fest- 
gestellt. Die Tiere wurden bei langerer Warmeeinwirkung unruhig, 
ihre Atmung zeigte eine starke Beschleunigung. Wenn bei Einwirkung 
hoher Warmegrade der Zustand des Tieres bedrohlich erschien, wurde 
es vorzeitig aus der Warme entfernt. Der Hund Hans zeigte ferner 
nach jeder Erwarmung Erbrechen von Schleim und diarrhoischen 
Stuhlgang. 

Es kann also, wie aus den mitgeteilten Hundeversuchen hervorgeht, 
die alte Angabe, daB Warmeeinwirkung beim Hunde eine Erniedrigung 
des Blutzuckergehalts bedinge, nicht bestatigt werden. Es geht vielmehr 
aus den Hundeversuchen hervor, daB eine kurze wie eine langdauernde 
Erwarmung bis auf 38° keinen merklichen Einflu8 auf das Blutzucker- 
niveau des Hundes hat. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 
a) Kaninchen. 
Bringt man Kaninchen fiir 5 bis 7 Stunden in Temperaturen von 
32 bis 37°, so tritt alsbald, meist schon nach 5 Minuten, eine deutliche 
Hyperglykamie auf, die nach etwa 2 bis 3 Stunden wieder abnimmt, 
Biochemische Zeitschrift Band 206. 33 
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und es erreichen die Blutzuckerwerte in der Regel vor Beendigung 
Versuches wieder ihr normales Niveau. 

Auch bei Ausdehnung der Warmeeinwirkung (30 bis 32°) bis 
40 Stunden war eine langdauernde Hyperglykaimie ebensowenig 
erreichen, wie eine deutliche Hypoglykamie. 

Wiesen die Tiere starke Erschépfungszustinde auf, so konnte) 
die Blutzuckerwerte stark hyperglykamisch bleiben 

Bringt man die Tiere aus der héheren wieder in niedrigere Aut 
temperatur, so zeigte sich nach langdauernder Warmeeinwirkung 1 


-_* 


eine schwache kurzdauernde Hyperglykimie, wihrend nach kurzer 9 
Einwirkung sehr hoher AuBentemperatur der Blutzucker noch nac! 
traglich in kalter AuBentemperatur sehr stark ansteigt. 


b) Hunde. Aus 


Bei Hunden konnte weder bei langdauernder noch kurzer Ein 
wirkung erhéhter AuBentemperatur (30 bis 38°) eine deutliche Hyper 
glykamie und ebensowenig eine Hypoglykamie festgestellt werden 

Die alten Angaben, daB der Blutzuckergehalt bei hoher AuBen viel 
temperatur geringer ist als bei niedriger, konnten weder fiir das Kanin 
chen noch fiir den Hund bestatigt werden. 
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Bemerkungen zu der Mitteilung von R. Ammon: 
Zur Permeabilitit tiberlebender tierischer Membranen*'’. 


Von 
Maurice Jowett. 
\us dem Department of Physical Chemistry, University of Liverpool.) 
(Eingegangen am 22 Januar 1929.) 
Ammon hat den Schlu8 gezogen, daB Glucose durch Gewebe sehr 
viel (250- bis 5000 mal) langsamer hindurchdiffundiere als durch Wasser 


Leider hat der Autor unrichtige Resultate deshalb erzielt, weil er 
verschiedene Einheiten fir den Diffusionskoeffizienten in Wasser und 
in Membranen angewendet hat. 


In der folgenden Tabelle werden Ammons Resultate berichtigt. 





Temperatur Relatives D 
°C 


37,5 a ee ae 0,41 100 
Pitsterpapeer . ww we ts 0,58 140 
Mausemuskel, iiberlebend . . 0,241 6 

» eer ee 0,0637 16 
Mesenterium .. . dia a Se 0,00324 0,8 


OO ee ee 0,25 100 
Froschmuskel, aiberlebend . . 0,0083 3 
‘ Pe ee 0,0458 18 


Der Diffusionskoeffizient wird in Milligrammen derjenigen 
Glucosemenge ausgedriickt, die pro Stunde durch 1 qem diffundiert, 
wobei das Konzentrationsgefille pro Millimeter 1 mg pro Kubik- 
zentimeter betrigt. Der Diffusionskoeffizient der Glucose in Wasser 


1 R. Ammon, diese Zeitschr. 196, 441, 1928. 
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von 18° ist aus Thoverts Daten fiir Mannit und Maltose berechnet w 
der Annahme, da der Diffusionskoeffizient umgekehrt proportional ist 
der Quadratwurzel aus dem Molekulargewicht. Der Wert fiir 37 5 
wurde auf Grund der Annahme erhalten, daB die Sutherland-Einst: 
sche Gleichung gilt. Beide Werte sind bis auf wenige Prozente gen 
Der Wert fiir Filtrierpapier, welcher nur als approximativ | 
trachtet wird, diirfte zu hoch sein, und zwar wegen der zu hoch 
schatzten Dichte. 
Die Starke der Diffusion von Glucose durch Muskel ist im Verglei 
mit dem Werte der Diffusion gegen Wasser, wie jetzt ersichtlich wir‘ 7 
von derselben GréBenordnung wie fiir das Lactation '. 


1 Eggleton, Eggleton und Hill, Proc. Roy. Soc. Lond., B., 108, 62: 
1928. 








Bemerkung 
zu Hans J. Fuchs, Zwei neue Laboratoriumsapparate. ' 


Von 
W. Straub. 


(Eingegangen am 28. Januar 1929.) 


Der vom Autor beschriebene ,,Schnelltrocknungsapparat bei niedriger 
Temperatur*’ ist nach Idee und Ausfiihrung eine Nachahmung des von 
aide und mir erfundenen und in dieser Zeitschr. 165, 247, 1925 veréffent- 

hten Apparats zur schonenden Schnelltrocknung leicht zersetzlicher 


Losungen. 
Ich mache darauf aufmerksam, daB der Gdde-Straubsche Apparat 


patentiert ist, die Firma F. und M. Lautenschlager in Miinchen ist die 
lleinige Lizenzinhaberin und berechtigt, gegen Patentverletzungen ge- 


richtlich vorzugehen. 


1 Diese Zeitschr. 201, 332, 1928. 
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